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MAC : Membrane Attack Complex€&€omplexe d’Attaque Membranaire du Complément
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RIT : Radioimmunothérapie
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Réaction d’Amplification Génique



SDS: Sodium duodecyl sulphate
SOC: Store-Operated CationCanal Cationique

SPECT: Single Photon Emission Computed Tomograpfffomographie par Emission de
Photons

TEP scan: Tomographie par Emission de Positons
TEP-FDG : TEP apres injection de 18 Fluoro D-Glucose

TM : Trans Membrananaire

TSH : Thyréostimuline
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Y : Yitrium

l. Introduction

Le lymphome non-Hodgkinien est un cancer des i@pandus, il s’observe a tout age



et peut se retrouver sous différentes formes comenhgnphome diffus a grandes cellules B
ou le lymphome folliculaire. Il se situe au sixiemang des cancers les plus fréquents en
France (prés de 10 400 nouveaux cas en 2008) pe@ieme rang en terme de mortalité
(environ 4000 décés annuels). Tres répandu, iha été rapidement la source de nombreuses
recherches pour trouver des solutions thérapewgigueette maladie. Les traitements actuels
reposent sur de la chimiothérapie couplée a de mumothérapie voire a de la

radioimmunothérapie (RIT).

Dans une premiére partie, nous nous attacherorssarger le CD20. Nous verrons sa
structure a quatre domaines transmembranaires feinsion de canal calcique, mais aussi
son expression importante et homogeéne dans toesetuineurs malignes des cellules B et
ainsi tout son intérét comme cible pour les anfisanonoclonaux existant aujourd’hui. Puis
nous nous intéresserons au lymphome non hodgkidiesgn diagnostic reposant sur une
biopsie ganglionnaire, a son traitement par immbmothérapie, ainsi que les limites et
résistances de ce dernier. Nous étudierons endugegrécisément la radioimmunothérapie et
les bénéfices de cette thérapeutique d’avenir quimpt d’irradier des petites tumeurs
disséminées dans I'organisme apres injection dhtic@ps porteur d’'une forte radioactivité
et qui se fixe sélectivement sur les cellules twates. Pour terminer, nous aborderons les
lymphomes canins et les avantages d’utilisationlgjptésentent par leurs similitudes avec les

lymphomes humains pour la compréhension et la rebkalans les cancers humains.

Ce travail s’inscrit dans la recherche actuelle lauplace de la RIT béta dans les
traitements des lymphomes de type B. Peut-elle @ilisée en traitement d’'induction ou
peut-on l'utiliser en traitement séquentiel ? A teadose ou en consolidation ? Comment
fractionner les doses et quelle quantité d’antisdrpids doit-on utiliser avant le traitement ?
Voici quelques-une des questions que les cherclseupesent pour la thérapeutique humaine
et qui sont actuellement en cours d'évaluationiglia. La participation des équipes de
clinique vétérinaire a cette évaluation trouve Isggdans une approche intégrée de recherche
contre le cancer. Cette expérimentation sur modelen devrait pouvoir accélérer la

recherche en RIT pour la thérapeutique humaine maasissi canine.

.  Le CD20



A. Structure

Le CD20 a été identifié et décrit pour la premidois comme un marqueur des
lymphocytes B en 1980 par Stashenko et al (1). Mawsns actuellement qu’il est exprimé
dans les cellules pré-B, que cette expression asitemue durant le développement de ces
lymphocytes B mais gu’il disparait de ceux circtildans le plasma (Figure 1) (2). Il faut
noter qu’il est surtout, et c’est d'un grand intép@ur la recherche de thérapeutiques, sur-
exprimé a la surface de la majorité des lymphoneetype B (1);(2);(3).
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Figure 1 : La différentiation du lymphocyte B

1. La structure protéigue

Le CD20 est une phosphoprotéine qui comporte qulingaines transmembranaires



(Figure 2). Apres analyse hydropathique de sa s@gueon a pu distinguer trois régions
hydrophobes formant une molécule avec quatre dawairansmembranaires, une boucle
unique extracellulaire et les C- et N- terminal@sacellulaires (4). La structure secondaire de
la molécule est majoritairement constituée d’hélicelle est par ailleurs trés stable donc peu

sensible a la dénaturation par la chaleur ou pdétergent SDS (5).

297
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Figure 2 : Topologie du CD20: les chiffres indiquéss acides aminés aux extrémités amino
et carboxyle, et la position approximative de lgugnce cytoplasmique nécessaire pour la
localisation des radeaux lipidiques (résidus 21%28mples TCSRPKS la lettre de code).
Les séquences d'acides aminés des régions extriates de CD20 humain et de souris sont
affichées. L'alanine 170 etla proline 172, él@tsestructurels déterminants de la séquence
humaine, sont signalés par un astérisque. D’apréari3 et a(6)

2. Le géne du CD20

Le gene du CD20 humain (MS4A1) est localisé swhie@mosome 11 dans la région
gl2 ; il comprend 8 exons. Il appartient a une fende génes appelée MS4A (Membrane
Spanning 4A) (7). Les membres de cette famille sonbhombre de 26 et sont des complexes
oligomériques de surface impliqués dans la trarntssluce signaux (8). Certaines études ont
montré une résistance des cancers aux thérapied’antcorps anti-CD20 Rituximab. Cette

résistance impliquerait un certain nombre de méoaes tels que des mutations de ce gene du



CD20 (9), des modifications de I'expression detatgine a la surface des cellules (10), ou
une hyper expression des voies du ®-et ERK ¥ qui conduit & une surexpression de
facteurs de résistance Bcl-2, Bcl-xI, Mcl-1 (1102), (13).

3. Le CD20 se retrouve sous trois isoformes

Les lymphocytes B expriment trois isoformes deteceholécule avec une forme
prédominante de poids moléculaire égal a 33 KDadeak formes moins répandues de poids
moléculaire égal a 34,5 KDa et 36 Kda qui pourtaiggsulter de la phosphorylation
différentielle de I'espéce la moins « lourde » (@) niveau intracellulaire, le CD20 possede
un certain nombre de sites sérine et thréonine iggspa la phosphorylation. Cette
phosphorylation est importante dans différentsdmafigure. On la retrouve en effet durant le
cycle cellulaire et lors de la prolifération cellirte en réponse au stimulus envoyé par le
récepteur a I'antigene des cellules B (BCR). Celttesphorylation est aussi retrouvée lors de
la stimulation due a I'ester de phorbol, enfin et fortement augmentée lors de la fixation
d’un anticorps anti-CD20(14). A la surface de ldlute, le CD20 présente une boucle
contenant approximativement une quarantaine d’acideinés entre la troisieme et la
guatrieme hélice transmembranaire et une probabig petite boucle localisée entre les
domaines transmembranaires un et deux. La grandeldo@emble contenir les épitopes
reconnus par une grande partie des anticorps &fB(roduits jusqu'a aujourd’hui et plus
particulierement au niveau de I'alanine 170 et algroline 172 qui sont cruciales pour la
fixation de I'anticorps (15). De récentes étudastallographiques ont aussi montré, grace a
des protéines recombinantes, la présence d'undisuifure. Ce pont se situe entre les résidus
cystéine 167 et 183 (5), (16). Il est retrouvé ctieznombreux membres de la famille MS4A,
ceci nous montre son importance pour le mainteefadstructure extracellulaire du CD20 (8).
D’autres études ont démontré lI'importance de cd gimulfure pour la fixation du Rituximab,
ce qui serait en accord avec son role dans le reaide la structure de la boucle et donc de la
conformation des épitopes (5). Concernant la pétitecle, des études non consensuelles
supposent une reconnaissance de certaines sequmemtatiques de cette derniere par des
anticorps humains anti-CD20 (15). A la surface aidhliles, le CD20 a été décrit comme étant
sous forme d’'un homo-multimere, probablement urateére, complexe (Figure 3) (17), (18).
La microscopie électronique et confocale a aussitraogque presque 90% de ce complexe
moléculaire était constitutivement associé a dekeaax lipidiques membranaires et des

microvillis (plis minuscules ressemblant & des ewsvdans la membrane plasmique de la
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cellule) (19).

Radeau lipidique
Monomére

Tetramere 0
Protéines associées

Organisation de la membrane cellulaire

Figure 3: Le CD20 dans la membrane celkdaProtéines associées avec le CD20 :
CMH I, CMH II, CD53, CD81, CD82, CD40, BCR,... Moédlifi'aprés Guillaume Cartron.

Enfin, des techniques d'immunoprécipitation ett@dmsfert d’énergie des molécules
fluorescentes (FRET) ont montré une associationCi20 avec de nombreuses autres
molécules, elles-mémes enrichies en radeaux lipédicpu dépendantes de ces radeaux pour
la transmission de leurs signaux tels que le coxepieajeur d’histocompatibilité (CMH) de
classe un et deux, le CD53, le CD81, le CD82 (20GD40 (21) et le BCR (22).

B. Fonction biologique

La fonction du CD20 a longtemps été débattue, mawens désormais que son rble
principal semble étre d’amplifier le signal caloggtransmis par le BCR pendant la phase de
reconnaissance de I'antigéne par les cellules ple B; qu’elles soient matures ou non (22).
En effet, Bubien JK et al avaient tout d’abord @@ qu’'apres transfection de cellules par le
CD20, la conductance transmembranaire en calciait #&s augmentée. Le CD20 agit
vraisemblablement comme un canal -calcique (23). Degériences ultérieures

d'immunoprécipitation du CD20 ont également sugggré ce dernier pourrait étre présent
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sous forme d'oligomeres multimériques pour conetitoges canaux dans la membrane des
lymphocytes B (23). Enfin, il a été montré tresemdment que par le biais de son association
dans les radeaux lipidiques avec le BCR, les mtdécae CD20 participeraient a la
constitution des canaux de type SOC (store-operastibn) directement liés au flux de
calcium engendré par l'activation du BCR (24). lcemaux SOC sont des canaux calciques
dépendant de la libération des réserves de caleitnacellulaires (Figure 4). Notons enfin

gu’a ce jour, aucun ligand spécifique du CD20 nigéfre identifié.

glucose

Figure 4 : le CD20 a une fonction de canal calcique
Le canal CRAC est I'Archétype des canaux de type &@pres Parekh AB et é25)

C. Distribution tissulaire dans les tissus normaux etancéreux

Les intéréts majeurs d'utiliser le CD20 pour cibles lymphomes non hodgkiniens
sont premierement son expression sélective. Soeanivd’expression est particulierement
important et homogene dans toutes les tumeurs nesligles cellules B excepté dans les
leucémies lymphoides chroniques ou son taux d’'aspra est plus variable (26). Grace a des
études d'immunofluorescence indirecte, de cytoitXiet d’absorption quantitative, le
CD20/B1 a été retrouvé sur environ 9% de la foactie cellules mononucléaires du sang
périphérique et sur plus de 95% des cellules Bathg £t les organes lymphoides chez tous les

individus testés. Les monocytes, les lymphocytesiTepos et activés, les cellules nulles et
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les tumeurs de cellules T et d'origine myéloideeétaCD20/B1 négatives (1). Le CD20
présente un fort taux d’expression a la surface addlsiles. En effet, grace a des tests de
dilution ou de cytométrie de flux, Press et al pmtévaluer environ 300 000 sites par cellules
Daudi (lignée de cellules B malignes issues d’'undiiome de Burkitt) (27). Huh et al, quant
a eux, ont évalué par cytométrie de flux un nomboyen de sites CD20 dans les cellules
normales de la moelle épiniére a 19 000 sites et tlasang périphérique a 10 000 sites. Par
la méme méthode, ils ont étudié les pathologiesé@rauses des cellules B et ont retrouvé des
données trés différentes suivant les pathologi@selemple, dans les LLC—B, on retrouve un
taux moyen d'expression plus faible de l'ordre d@0@ sites; dans les lymphomes
folliculaires ou du manteau, des taux d’expressimyens plus importants, plutét de I'ordre
de 22 000 et 29 000 sites respectivement (28) dBtrepartie, son expression est trés faible et
tres hétérogene dans les lymphocytes T. Ceci pedifobtenir une efficacité thérapeutique
ciblée sur les cellules B. Notons néanmoins qu'été@ décrit de rares cas d’expression du
CD20 dans des lymphomes a cellules T périphériqateslans les cellules épithéliales
tumorales de thymomas (29), (30). Deuxiéemement,ciiolage est possible aussi bien dans
des tissus frais que dans des tissus conservépi geut étre intéressant pour son étude au
niveau microscopique et pour observer son cibl&ma est possible grace a sa grande
stabilité dans la membrane cellulaire. Troisiemetmgon expression est relativement forte a
la surface des cellules et les épitopes extrae@led reconnus par les anticorps sont situés
relativement proche de la surface cellulaire. Ckedilite d’'une part la concentration
d’anticorps a cet endroit et permet d’autre paré @attivation efficace des mécanismes
effecteurs Fc-dépendants (22). Enfin, I'expressierCD20 et sa fonction sont présentes chez
’lhomme et chez certains animaux. Ainsi, on reteune expression limitée aux cellules B et
une fonction de canal calcique chez la souris cormnez 'homme (31), (32). De méme, on
retrouve une expression du CD20 chez le chienuksid’ARNmM est retrouvée dans les
cellules mononuclées du sang périphériqgue (PBM&3),ganglions lymphatiques de chiens
sains et dans des cellules B de lymphomes caniais, pas dans les cellules de lymphome a
cellules T et les cellules de lymphome non-T et aotellules B par analyse RT-PCR(33).
Cela est trés intéressant pour la conception deeles@nimaux dans I'étude du CD20 comme

cible thérapeutique.

D. Anticorps monoclonaux thérapeutiques anti-CD20
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1. Classification initiale selon la capacité a recoraitre AxP

L’intérét pour la cible CD20 allant grandissam, grand nombre d’anticorps ont été
développés, dés lors, une classification s’esti angmseée. Elle est fondée sur la fixation de
'anticorps a la protéine et sur les capacités 'datitorps. Dans un premier temps, la
classification comportait quatre groupes qui défént par la capacité des anticorps a se lier a
une molécule CD20 chimérique comprenant la lameke extracellulaire murine et le motif
critiqgue de liaison AXP humain (Figure 5) (17). ¢®upe | ne contient qu’un seul anticorps
qui est incapable de reconnaitre la molécule CDRinérique. Les groupes Il et Il
comprennent les anticorps qui reconnaissent la cutdéavec respectivement une intensité
faible et modérée. Le groupe IV contient la magodes anticorps et le Rituximab qui eux se
lient fortement a la molécule (Tableau 1). Un g®Wy a aussi été identifié qui lui ne
nécessite pas de reconnaissance du motif AxP jeofixes sur la molécule ; il se fixerait par
contre sur la petite boucle décrite précédemmeht(15

Structure du CD20

Hu KISHFLEMESLNFIRAHTPYINIYNCEPANPSEKNSPSTQYCY
HE | cesssssesseushseesnesseaen =B S,
Mu TLho-ee—- -EL-( - - =t
D [Ty HR-EL-QTSK--VD-=D==28=-Peccmccaczax .
C Tlmm - e e o

Figure 5 : Séquence en amino-acides de la boudta@dlulaire de la molécule CD20
humaine, murine ainsi que de différentes constouastavec des mutations.
(Code en Annexe ND’apres Polyak et al (17)

Groupe Réactivité AxR Anticorps Agrégation | Translocation du
homotypique |CD20
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I aucune CAT 13.6E12 - +++ +

Il faible 2H7,1C0O-165, - ++++, ++
AT80 ++ + + ++ + +

" modérée 1F5, BH20,MEM-97| - ++ +

\Y, haute B1,Blyl, + 4+ + -
RTX, + + +++ +
NK1,PDR78,F4B1364, - ++ +
LT20,L.27,CAT13.7HS +++ +

Tableau 1 : Les différents groupes d’anticorps #2ifi20. D’apres Polyak et 4lL7)

2. Classification fonctionnelle des anticorps

De maniére fonctionnelle, ces anticorps ne peugeet classés qu’'en deux groupes
type | et type Il. Ceux du type | comme le Rituxbnentrainent une relocalisation du CD20
dans les radeaux lipidiques alors que les anticdeps/pe II, comme le tositumomab, ne le
font pas (34). Cette relocalisation conditionnefilation et les fonctions effectrices qui

engendrent le succes thérapeutique des anticorpsatomaux anti-CD20.

Les anticorps anti-CD20 généreés jusqu’a aujourddomt majoritairement de type | et
ils sont caractérisés par leur habilité a activercomplément et a engendrer ainsi une
cytotoxicité dépendante du complémg@DC) par le biais d’'un recrutement accru du Clq
(35). Cette propriété est directement corréléeti@ @apacité qu’ont les anticorps de type | a
relocaliser le CD20 dans les radeaux lipidiquelg, pérmet de regrouper les régions Fc des
anticorps permettant ainsi d’augmenter la liaisanGdq (36). Les anticorps de type I, eux,
ne modifient pas la localisation du CD20 et ilstsdonc, sans ce regroupement des Fc, plutdt
inefficaces pour induire la CDC (Figure 6). Cependails induisent une adhésion
homotypique et une lyse cellulaire directe beapgaus importante (37), (38), (39).
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Figure 6 : Les difféerentes fonctions des anticapt-CD20 de type | et Il. D’aprés Beers et
al (22).

Cette lyse directe (qui est une forme wert cellulaire programméd’CD), sans
agrégation et selon une voie non apoptotique intdg@e des caspases, est corrélée a
'adhésion homotypique des cellules B, requiextHelestérol et implique la relocalisation des
mitochondries (donc nécessite de I'énergie) auivaige du contact cellule-cellule (Figure 6)
(38). Ce type de mort cellulaire programmée im@igles lysosomes, elle n’est pas régulée
par les protéines anti-apoptotiques et peut doricepasser les voies classiques de survie
cellulaire tumorale (22). Ce type de lyse a beapoété discuté pour les anticorps de type |
comme le RTX. La fixation de ces anticorps pourmitrainer une apoptose caspase-
dépendanten vitro lorsqu’il y a « agrégation » par des anti-anticoqas des conjugués
multimériques d’anticorps mais ceci reste hypoth&tiin vivo (40). Enfin, les deux types
d’anticorps sont capables d’engendrer une phagseydfficace ainsi qu’une cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADERure 6). Les différences entre les
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modes d’action des anticorps de type | et Il samtoee difficilement explicables et le
challenge est de définir la relation structurenction pouvant expliquer la réponse divergente
pour la CDC et la lyse directe alors que les tadOEC sont identiques pour les anticorps de
type | et Il. Une des hypothéses repose sur uffiérelice stoechiométrique de liaisons. En
effet, la surface cellulaire présenterait moitiéimsad’épitopes pour les types Il que pour les
types I. Ce ratio de 2 pour 1 pourrait étre le Itésule la fixation d’'un anticorps de type Il a
deux CD20 au sein d'un méme tétramere, alors gqutidorps de type | a tendance a se lier
aussi aux tétrameéres adjacents (36). Des réstiémtsécents de co-cristallisation utilisant la
tomographie des protéines de la société de biotdohie GlycArt (Suisse) nous aide a
comprendre ces différences. Brievement, la fixatd®s anticorps de type | induit une
configuration dite « ouverte » du CD20 (comme latslle intervient dans le flux calcique)
alors que la fixation de ceux de type Il (qui nimgknt pas rapidement de flux calcique)
entrainent une configuration fermée du CD20. Eromtavec les observations que certains
CD20 au moins sont constitutivement associés auR BCaux radeaux lipidiques avant la
fixation de l'anticorps, le CD20 se trouve étreqanét a la fois a I'état ouvert et fermé (41).
Pour l'avenir, il est a espérer que la manipulaties radeaux lipidiques et / ou des molécules
de signalisation, en l'absence ou la présenceiddaps avec des liaisons de type |/ 1l avec la
tomographie protéique, peut aider a élucider laddéla relation structure / fonction des

anticorps monoclonaux anti-CD20 (22).

3. Activité des deux types d’anticorps in vivo

Les différences mises en évidenoevitro entre les deux types d’anticorps anti-CD20
ont été retrouvées dans de nombreuses étudeslemaimportance est moins bien défime
vivo. Pour les anticorps de type | et I, des expégsrie xénogreffe démontrent une bonne
protection contre la croissance tumorale, malgreé eécanismes d’action différents. Les
anticorps de type | semblent étre dépendants dyléonentin vivo alors que ceux de type Il
génerent une protection anti-tumorale via un méraai Fc-indépendant (probablement la
mort cellulaire programmée décrite préalablemetf),((43). Depuis, des modéles murins ont
été développés, notamment des modeéles de déptEohB, soit par des anti-CD20 murins
(31), soit par des anti-CD20 humains dans des sawansgéniques. Ces modeles ont
démontré que les deux types d’anticorps sont depdsaddes interactions Fc-FcR des
macrophages et que ni le complément ni la lysecwtirae jouent un rbéle proéminent dans

cette déplétion B (22). En fait, contrairement & rsuggestions initiales concernant le
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complément, des données récentes provenant desynisissources semblent indiquer que
l'activation du complément peut servir a inhibactivité des anticorps monoclonaux de type |
tel que le rituximab. Ainsi, le réle du complémem@mme un effecteur de l'activité des
anticorps monoclonaux anti-CD20 reste controversd,est plus sr de croire que, s'il n'est
peut-étre pas un acteur majeur pour éliminer léales B normales et méme un inhibiteur de
certains effecteurs, il est probable que contretypes particuliers de cellules B ou dans
certains tissus, il jouera un réle dans I'élimimatdes cellules ou l'activation des cellules

effectrices (22).

Pour finir, quelques études chez I'homme ont r&pone internalisation du CD20 suite
a la fixation d’'un anticorps anti-CD20 (44), mags Irésultats restent contradictoires. Aprés
analyse de cellules issues de souris transgénpuesle CD20, on observe que les anticorps
de type I, et seulement eux, induisent une moduladntigénique du CD20 a la surface des
lymphocytes Bijn vitro etin vivo. Par conséquent, il s’ensuit une diminution diyde de ces
derniers due aux interactions Fc-FcR et une dinonude la demi-vie de I'anticorps puisqu'il
n'‘est pas fixé a sa cible (22). Au regard de cesltas discordant avec les connaissances
actuelles, I'équipe de Stephen Beers a utiliséssaiede quantification simultanée du niveau
d’anticorps a la membrane et dans le cytoplasn®.olit ainsi mis en évidence une
hétérogénéité des cellules issues de tumeurs hamaians leur capacité a internaliser le
CD20 lors de la fixation d’'un anticorps de typelLés auteurs concluent que, comme les
lymphocytes B sains humains et murins, certainggyge cellules B malignes (LLC et
lymphomes du manteau) sont capables de moduler depression du CD20, alors que

certaines cellules sont plus résistantes a la peeteCD20 a la surface (lymphomes

folliculaires et lymphomes diffus a grandes cekjlets).

Le Rituximab est considéré comme le représentad dnticorps monoclonaux
thérapeutiques anti-CD20 de premiére génératioa. induit un élan considérable dans le
développement de cette thérapeutique. Il y a detueht au moins sept anticorps en
développement et bien d’autres au stade du préoj@vement. Les différents anticorps qui
sont développés aujourd’hui sont dits de second@eroisieme génération (Tableau 2 ;

Figure 7).
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Tableau 2 : Les différents anticorps anti-CD20 apprés ou actuellement a I'étude. D’apres
Lim et al(35)

4. Les anticorps thérapeutigues de seconde génération

Les anticorps de seconde génération sont de tg@d,lhumanisés ou totalement
humains. Ces anticorps ont été modifiés pour limitenmunogénicité chez les patients
(Figure 7).

o Ofatumumab (Arzerrdsenmab

Cet anticorps anti-CD20 est entierement humain.type |, il est généré a partir de
souris transgéniques pour les Ig humaines. Il neattnun épitope différent de celui du
Rituximab, il reconnait en effet la petite boude CD20 localisée a proximité de la
membrane lui donnant ainsi une meilleure affinididison. Cet anticorps est plus efficace en
terme d’activation de la CDC grace a une meilldixagion du C1q a la surface des cellules et
aussi en terme d’ADCC(46). Les premieres étudegesegt I'utilisation de cet anticorps dans
le traitement de la LNH et de la polyarthrite rhaaide (35).

e Ocrelizumab (PRO70769, rhuH2ZZenentech /Roche /Biogen lilec

L'Ocrélizumab est une IgG1l humanisée anti-CD2@yde | qui differe du Rituximab

en plusieurs endroits a l'intérieur des régionemdénant la complémentarité (CDR), des
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régions variables des chaines légeres et lourbest Egalement dérivé d'un allotype de Fc
humain différent du Rituximab (de I'anti-CD20 mu2i7). Il reconnait un épitope différent
mais englobant I'épitope du Rituximab sur la largeucle extracellulaire de CD20.
L'Ocrélizumab utilise la cytotoxicité cellulaire mkndante des anticorps (ADCC), la
cytotoxicité dépendante du complément (CDC) etofdpse. En comparaison avec le
Rituximab in vitro, I'Ocrélizumab montre une ADCg@lus forte (deux a cing fois) contre des
cellules exprimant le CD20, une CDC plus faible ffaés a cing fois) et une liaison plus forte
aux variants de faible affinité du récepteuylRa (FcyRllla, CD16) exprimant le phénotype
FF / FV a la position 158. Le traitement par ceveb@anticorps montre également moins de
réaction a l'injection, probablement di a la dintion de la CDC. Dans une étude de phase | /
Il, avec des patients ayant des lymphomes follicedaen rechute ou réfractaires et prétraités
par RTX, le traitement par I'Ocrelizumab est bielété et le taux de réponse est de 36% (47).

e Veltuzumab (hA20, IMMU-106lmmunomedigs

Cet anticorps de type | est un anticorps monotlana-CD20 de type IgG1 humanisé.
Le Veltuzumab est un anticorps humanisé anti-CD26c ades régions déterminant la
complémentarité (CDR) identiques a celle du Ritwadimsauf pour un résidu en position
101éme (numérotation de Kabat) du CDR3 de la ch&inede variable (VH). L'acide
aspartique (Asp) remplace ainsi I'asparagine (AEn).comparaison avec le Rituximab, le
Veltuzumab a considérablement réduit la constardedissociation dans trois lignées
cellulaires humaines de lymphome testé. Il a aasgmenté la CDC dans au moins une des
trois lignées, mais on n’a observé aucune autférdiice in vitro(48). Des études de phase | /
Il ont ensuite montré des résultats intéressards des patients atteints de LNH avec un taux
de réponse globale a 44% (49). Par contre, dahs @ il semble que les doses soient a

optimiser pour atteindre les objectifs (50).

20



Histoire des AcM anti-CD20
TRU-015
(SMIPY)
o

PRO131921 e

Ofatumumab

HpEl humain

GA101

=8 .| (lgG1 humanise
Ocrelizumab ™~ glyco ingénierie)
LGl humaniseal G
*| fositumomab (m2a) T Veltuzumab
Rituximab {£lgG1) H“%-] = {1gG1 humanisé]
'”””{QEL“J%E}““”E‘E“R_H Y Rituximab AME-133u46
- : ] \ approuve FDA b
*1F5 (m2a i
alain: | | | ||
LR L L L L L
1880 15983 1980 1995 2400 2005 20
]
: 8 S vd ++ NS
ER VI V v ¥
&
8 At Ac At Ac sMmiFv  Domaine
e Murin Chimeéric  Humanisé Humain Fc muté
Développement des AcM
Generation: I []]

Figure 7 : Histoire et technologies des anticorps.

Anticorps chimérique : les régions constantes desines lourdes et Iégeres des immunoglobulines

murines sont remplacées par des régions constamiezaines. Anticorps humanisé : les régions

hypervariables (complementary determining regioDRY d’'un anticorps humain sont remplacées

par des régions CDR d'origine murine, qui constituée site de liaison de I'antigéne. Cependant,

certains acides aminés situés dans les régionscadjas aux régions CDR (régions charpentes, ou

FR pour framework) jouent un réle majeur dans laiciure du site de liaison de I'antigene. Pour

conserver cette structure au cours de I'humanisgti@nticorps accepteur recoit non seulement les

régions CDR de I'anticorps murin donneur, mais alss acides aminés de la région charpente de

I'anticorps donneurD’apres Lim et a(35)

21



5. Les anticorps thérapeutiqgues de troisieme génératmo

Les anticorps de troisieme génération sont desHgfanisées et ont leur région Fc
modifiée pour une meilleure performance de cescars dans l'activation des différentes

fonctions effectrices (Figure 7).

* TRU-015 (Trubion Pharma /Wyeth)

Le Rituximab est un anticorps chimérique conterdemx chaines lourdes et deux
chaines légeres. Ici, le TRU-015 est un petit imopirarmaceutique modulaire spécifique du
CD20, codé par un construct d’'une seule chainesoant une seule chaine Fv spécifique du
CD20 liée a une charniére d'lgG1 humaine, au doe&@h2 et CH3, mais dépourvu de
domaine CH1 et CL. TRU-015 engendre de puissagtsak de cytotoxicité directe et de
cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorpPCL), mais a réduit sa capacité a produire

une cytotoxicité dépendante du complément (CDQ)ragaport au Rituximab (51).

» AME-133 (LY2469298 Applied Molecular Evolution

L’AME-123 est une IgG1 humanisée de type |. Lasibn des CDR de cet anticorps
est fondée sur 'augmentation de l'affinité poudB20 par une procédure de mutagenese. La
région Fc a, quant a elle, été modifiée pour augendiaffinité pour le FgRIllla et obtenir
ainsi une cytotoxicité cellulaire dépendante descarps plus forte comparée a celle du
Rituximab (52). L'efficacité clinique de cet antips est en cours dans une étude de phase |/
Il dans le traitement des LNH en rechute.

* PRO131921Genentech)

Le PRO131921 est un anticorps monoclonal humamiséu pour obtenir une meilleure
affinité pour le FgRIlla et ainsi une meilleure ADCC. Cet anticorpit@testé dans une étude
de phase | / Il chez des patients atteints de LNdtblents en rechute ou réfractaires. Les
premiers résultats montrent une assez bonne tokrah une efficacité clinique chez ces

patients prétraités par Rituximab(53), (54).

22



» Obinutuzumab GA101 (RO5072758lycart Biotechnology /Genentech /Hoffmann- La
Roche /Biogen Idec /Chugai Pharmaceutfical

L’Obinutuzumab a été spécifiguement concu commantitorps de type Il et il a été
modifié par glycosylation. La région Fc de cet emtps est en effet non fucosylée, ce qui lui
donne une meilleure ADCC grace a une meilleuraisdfipour le FERIlla et une meilleure
activité de lyse directe (55). Les modificationsislda structure de GA101 ont été concues
avec l'intention de fabriquer un anticorps qui @ eapacité a tuer les cellules B ciblées plus
importante que le Rituximab ou que les autres argg& monoclonaux anti-CD20 de type I.
Les observations des étudesitro suggérent que le GA101 est supérieur dans l'immudie
la mort cellulaire directe de cellules de lympho(B8), dans l'induction de I'ADCC, et en
épuration du sang des lymphocytes B (56). Le GAd0Odgalement démontré une activité
antitumorale accrue par rapport aux anticorps ge tydans des modeles de xénogreffes
humaines tumorales, a la fois comme agent seul (5%), et en combinaison avec de la
chimiothérapie (57), il a également montré uneefaapacité a éliminer les cellules B des
tissus lymphoides chez des primates (55), (57). déssiltats de la premiére étude de
faisabilité du GA101 chez des patients atteintsLi# difficiles a traiter montrent des

résultats prometteurs et un traitement assez blérét(58).
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lll.  LE LYMPHOME NON HODGKINIEN

A. Définition

Le terme de lymphome non hodgkinien (LNH) est idioe anglo-saxonne, Il
remplace les anciens termes utilisés en France quaalifier les proliférations lymphoides
telles que le lymphosarcome ou le réticulosarcobes. lymphomes non hodgkiniens sont
généralement extramédullaires et dépourvus de legllde Sternberg contrairement au

lymphomes hodkiniens ou elles sont tres caraciguiss.

B. Epidémiologie

Les LNH se situent au sixieme rang des cancerplissfréquents en France (pres de
10 400 nouveaux cas en 2008) et au neuviéme rateyree de mortalité (environ 4000 déces
annuels). Le LNH s’observe a tout age et les forohed’enfant sont toujours des formes
agressives, a grandes cellules ou lymphoblastigussanmoins l'incidence augmente
notablement apres I'age de 60-65 ans. Une Iég@&doprinance masculine (54% des cas) se
retrouve chez l'adulte. L’age médian lors du diagjiwoest de 64 ans chez 'homme et de 70
ans chez la femme, mais il peut varier selon lggedyhistologiques, certains pouvant
présenter des pics d’incidence chez I'adulte jeaundenfant (dans le lymphome de Burkitt

par exemple) (59).

C. Pathogénie

L'incidence des LNH augmente régulierement epassée en vingt ans d'environ 8,5
a 16/100 000 dans les pays développés. lls repeggernviron 4,5 % des affections
malignes. Son étiologie est le plus souvent incenmais de nombreux facteurs peuvent
jouer un réle. Un certain nombre d’infections peuvétre en cause telles que des infections
bactériennesHelicobacter pylor et surtout des infections virales (EBV, HTLV-1HMS).

Les LNH peuvent survenir chez des sujets atteiatddicit immunitaire génétique ou acquis.
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De plus, des LNH peuvent s’associer a certainesifesations auto-immunes, anémie
hémolytique auto-immune notamment. Des facteurgtigures inconnus sont probablement
en cause dans certains cas, comme en témoigneviense répétée d'un méme type de LNH
dans d’exceptionnelles familles (60). L'augmentatiéguliere de l'incidence des LNH fait
soupconner, sans preuve décisive pour linstantt6le des facteurs environnementaux

(pesticides agricoles, dérivés de l'industrie chimiet pétroliere) (61).

D. Diagnostic

1. Circonstances de diagnostic

Les circonstances de diagnostic sont le plus suulapparition d’adénopathies
isolées ou associées a de la fievre. L'interrogatdoit rechercher en particulier des troubles
tels que la fievre, un amaigrissement ou des sueocturnes. On recherchera aussi des
antécédents familiaux ou personnels d’hémopattdes, risques de contamination virale
(VIH, VHB et VHC) ainsi que la possibilité d’'une mosition a des substances particuliéres
telles que la dioxine, des dérivés de lindustrifendque et pétroliere de méme que les
pesticides agricoles. Il peut s’agir par ailleuesla découverte d’'une splénomégalie ou d’'une
localisation viscérale telle que la sphére otogHaryngologique : on y retrouve notamment
des tumeurs de 'amygdale ou des atteintes du caawen otalgie et obstruction nasale ;
généralement ces atteintes sont le fait de lympkangrandes cellules. On trouve aussi des
localisations digestives avec par ordre de frégeelgcroissante des atteintes gastriques, des
atteintes du gréle, le plus souvent iléal, et edés atteintes coliques ou rectales. On observe
aussi des localisations osseuses parfois assaxi@aes atteinte ganglionnaire, le diagnostic
peut étre difficile, notamment au niveau du raclides localisations cutanées sont aussi
retrouvées. Elles sont plus fréquentes, primitiissdges ou associées a d’autres localisations.
Enfin, il est possible d’avoir des atteintes dutdyse nerveux central : isolées ou associées a

d’autres localisations surtout dans les lymphomgsaades cellules ou de Burkitt.

Le diagnostic des lymphomes non hodgkiniens remasela biopsie d’'un organe
atteint. Cette biopsie doit porter préférentiell@neur un ganglion en cas d’atteinte
ganglionnaire et extra-ganglionnaire. La descripaoatomopathologique repose sur :

- La structure nodulaire (ou folliculaire) ou dife ;
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- La morphologie des cellules proliférantes ;
- L’étude immunohistochimique. En occident, la glamajorité des LNH est B ;

- L'existence d’'un réarrangement monoclonal T ou B'ebe translocation chromosomique.

A noter que du fait de la corticosensibilité deNH, toute corticothérapie peut
modifier I'aspect anatomopathologique. Devant udénapathie d’origine inconnue, sauf
urgence compressive, il est recommandé de ne mEcrpe de corticoides avant toute
biopsie.

2. Principes de la biopsie ganglionnaire selon I'HAS

* Le premier temps de I'examen anatomopathologigtele préléevement. Sa qualité est
essentielle, le ganglion doit étre entier, il délte adressé frais et non fixé au pathologiste
pour permettre les analyses complémentaires: imhistozhimique, et si besoin
cytogénétique, immunophénotypique et de génétiqudéculaire. C'est la qualité du
préléevement qui permettra d’obtenir de bons résulde I'analyse histologique et donc une

bonne appréciation pronostique ainsi que les déggdihérapeutiques qui en découlent ;

* La biopsie chirurgicale porte sur un ganglionestipiel dont I'exérése doit étre totale afin
de permettre I'analyse architecturale du gangliem.cas d’adénopathie profonde, I'exérese
par voie chirurgicale doit étre privilégiée a deacnobiopsies radioguidées avec trocarts
adaptés. La cytoponction a l'aiguille fine congtitune alternative possible dans un contexte
d'urgence. En milieu spécialisé, elle peut fournire orientation utile, rapide et précise
(maladie de Hodgkin ou LNH, métastase, orientatfmur caryotype, pour marqueur

génétique...) ;

» La biopsie est a visée diagnostique : il n'y & pgandication a une exérése ganglionnaire
élargie (curage) ;

* La congélation rapide de tissu tumoral est haatgnsouhaitable, elle permet des études

complémentaires différées si nécessaire.

Une deuxieme lecture doit étre envisagée, chagjsegtie possible, par un pathologiste
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spécialisé dans les lymphomes. La conclusion duptemendu anatomopathologique doit se

référer a I'actuelle classification internation2@08 de 'OMS des hémopathies malignes.

3. Examens Biologiques

Associés a l'interrogatoire et a la biopsie, otrai@ve un certain nombre d’examens
biologiques et radiologiques. Les examens suivaatent systématiquement effectuéam:
hémogramme ;un ionogramme sanguin, une uricémie, une calcémiee CRP ; une
électrophorése des protéines, suivie en cas d’di@diane immunoélectrophorése ou d’une
immunofixation ; une clairance de la créatininen;taux sérique de LDH ; une évaluation de
la fonction hépatique (transaminases, PAL, bilingbdirecte et indirecte, gamma GT); une
sérologies hépatites B et C, VIH (a la recherchum dérrain favorisant et nécessitant une prise
en charge spécifique) ; un test de grossesse cteefemme en age de procréer ; usiepsie
médullaire unilatérale et éventuellement un myelogne et une aspiration médullaire ; une
ponction lombaire avec analyse cytologique et hioaue (afin de mettre en évidence une

éventuelle atteinte méningée) ; ceci est syst@uatgpour les LNH agressifs (59).

Du point de vue de I'imagerie, il sera réaliséalsssi de maniere systématique, une
tomodensitométrie cervicale, thoracique, abdomimdl@elvienne. On mesurera les Iésions
tumorales cibles qui nous serviront de référenddale afin d’évaluer la réponse au

traitement.

4. Les différentes formes de LNH

On distingue, au sein des LNH, différentes formdédles se différencient
anatomopathologiquement, phénotypiquement et ontplas certaines particularités (cf.
annexes). On distingue aussi des groupes compréasafirmes « agressives » et les formes
« indolentes », caractérisées par des comportendimisiues et des modes évolutifs

différents qui guideront ensuite I'approche thérajpie (Annexe ) :

* Les lymphomes de haut grade de malignité ou adsg&£-60 % des LNH) ont
une évolution rapide (quelques semaines a quelmas) et requiérent une
prise en charge thérapeutique elle aussi rapidedés que leur diagnostic est

posé. Le traitement amene dans de nombreux cagugétieson ;
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* Les lymphomes de faible grade de malignité ou lemis (40-50 % des LNH)
sont habituellement d’évolution lente (plusieurs annéddhe stratégie de
surveillance est généralement la prise en chaitjalé car le pronostic a long
terme des formes d’évolution indolente ne sembted#pendre de la précocité
du traitement. Si un traitement est initié, il pewnduire a une rémission
apparente de la maladie. Les rechutes sont frégsiemiais I'amélioration
récente du pronostic confére a de nombreux patienés survie importante
notamment si le diagnostic est porté apres 60-&5 dn lymphome indolent

peut évoluer en un lymphome agressif.

Les formes histologiques les plus fréquentes sont

» Pour les LNH agressifs : le lymphome diffusrargles cellules B
(environ 60 % des formes agressives) ;
* Pour les LNH indolents : le lymphome follicukaj toujours de type B,

(environ 80 % des formes indolentes).

Certaines formes histologiques justifient une apbe particuliere :

* Le lymphome de Burkittil existe sous deux formes différentes. L'une fiemes est
surtout retrouvée en Afrigue Noire et de manierdéemque. Elle est liée au virus
Epstein Barr (EBV). L’autre forme est plus sporadicet n’est pas en lien avec 'EBV
(type prédominant en France). La croissance tumatalce lymphome est extrémement
rapide et constitue une urgence thérapeutique.hiraigthérapie (courte et intensive) a
heureusement transformé son pronostic et permde dpiérir sans séquelle dans la
majorité des cas chez I'enfant alors qu’il restepd@nostic tres réservé chez I'adulte. Le
début du traitement doit cependant étre effectuéndeiere prudente et progressive afin

d’éviter un syndrome de lyse tumorale majeure ;
* Le lymphome du mantegb a 10 % des LNH), a un traitement difficile chassocie

une évolution rapide typique des LNH agressifs, tgmstance aux traitements, et des

rechutes itératives caractéristiques des LNH intsle
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* Les lymphomes lymphocytiques et la malatkeWaldenstrom leurs prise en charge
est semblable a celle utilisée dans les leucémimpHoides chroniques tout en tenant
compte des spécificités de chaque pathologie (motmh un traitement par échanges

plasmatiques pour la maladie de Waldenstrom).

5. Le pronostic

Le pronostic est évalué essentiellement gracesiments anatomopathologiques et a
cing facteurs dont I'étude permet de définir unexdle pronostic international de gravité
(IPI) : I'age (inférieur ou supérieur a 60 ans)stade « Ann-Arbor » (I ou Il versus Il ou 1V)
(Figure 8), l'indice d’activité suivant I'échelleed’OMS (0 ou 1 versus 2 a 4) (Tableau 3), le
taux de LDH sérique (supérieur ou égal a une faisdrmale), le nombre de localisations
extra-ganglionnaires (0 ou 1 versus >1) (Annexdl Bxiste un score pronostique spécifique
pour les lymphomes folliculaires (FLPI). Les trdygnphomes les plus fréquents sont : le

lymphome a grandes cellules B, le lymphome folhingls et le lymphome de Burkitt.

O O

Il - Deux territoires ganglionnaires ou plus, demté du diaphragme
o Il - Atteinte ganglionnaire sus- et sous diaphraggue:
- llI-1 - Abdominale supérieure: lombo-aortique olésique
- 1lllI-2 - disséminée abdomino-pelvienne
o0 IV - Localisation viscérale ou médullaire
- AouB - selon'absence ou la présence d’au moimsigne clinique d’évolutivité
- aoub -selonlaVSs >ou<50mma lh
0 on peut aussi compléter ces stades par la lettre:
- E - si atteinte extra-ganglionnaire contigué a atteinte ganglionnaire
- S -en cas d'atteinte splénique

| - Un seul territoire ganglionnaire d’un coté daghragme ou un seul organe extralymphatiqy

Figure 8 : Classification selon I'extension et ladutivité (Ann Arbor).
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Cotation Etat général du patient

0 Activité normale.
1 Capable de réaliser des petits travaux, ambulatoire
2 Incapable de travailler, capable de s’occuper dmkme,

debout plus de 50 % du temps de veille.

3 Confiné au lit ou au fauteuil plus de 50 % du tempweille.

4 Confiné au lit et incapable de s’occuper de lui-raém

Tableau 3 : Classification de I'index d’'activitégfformance status) selon I'échelle de 'OMS
et de 'TECOG.

E. Traitement

1. Prise en charge générale

La prise en charge des Lymphomes non hodgkiniéffiéred suivant la forme du
lymphome. Elle dépend en effet de I'agressivit@iglie de ce dernier, elle-méme corrélée a
I'histologie. Les lymphomes agressifs sont génénale d’évolution rapide mais accessibles
a un traitement curatif. Par contre, les lymphoinéslents, d’évolution plus lente, sont eux
difficilement curables et peuvent par ailleurs éeol histologiguement vers une forme

agressive.

Une simple dose de chimiothérapie ne peut détrgirein certain pourcentage de
cellules cancéreuses. Il est donc nécessaire d'esiner des doses répétées de facon
successive afin d’en détruire le maximum. Les séade chimiothérapie sont planifiées aussi
souvent que possible pour limiter au maximum laissence de la tumeur, prévenir le
développement de cellules cancéreuses résistamtasbtenir le meilleur résultat. La

chimiothérapie est administrée le plus souvent darsadre de cycles ; chaque période de
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traitement est suivie par une phase de repos etdgpération pendant laquelle aucun
médicament n’est administré. Les périodes de trate suivies des intervalles de repos
constituent ce que l'on appelle urmure de chimiothérapieLes médicaments sont
généralement administrés selon un calendrier diimid@récisément l'intervalle qui sépare
les périodes de traitement. Les cycles de chimiafiié varient selon des facteurs tels que le
stade de la maladie, le type de lymphome, les raéthats utilisés, la réponse obtenue au
traitement, ainsi que la nature et la sévérité efésts indésirables. Le rythme entre deux
cycles est précisé au moment du diagnostic. lidesi4 a 21 jours pour les lymphomes a
grandes cellules, et de 21 a 28 jours ou plus pesirautres. Les premiers cycles de
chimiothérapie (entre 2 et 4) constituentr@tement d’inductionAu terme de celui-ci, un
bilan est réalisé pour déterminer ¢himiosensibilité c’est-a-dire pour s'assurer que les
médicaments administrés sont bien actifs sur ldkilege cancéreuses cela se mesure
notamment par des criteres d’efficacité du traitetndée patient est alors en rémission
partielle. Commence ensuite un traitementdesolidation(parfois intensif avec autogreffe)
qui a pour objectif d’'atteindre la rémission conmt@léll peut étre suivi, pour certains
lymphomes de faible malignité a risque élevé deidiée, d'un traitement dit de «
maintenance» ou «d’entretien» souvent a base d’anticorps monoclonaux (Rituxjmsir

une durée de deux ans.

Selon la chimiothérapie retenue, il peut étre @redes médicaments par voie orale ou
injectés par voie intraveineuse, intramusculairesous-cutanée. Dans le cas d’un traitement
par voie intraveineuse sur plusieurs cycles, leenidpeut recommander I'implantation d’'un
acces veineux central. Il s'agit d’'un cathéter bom insére, au cours d’une bréve intervention
chirurgicale, dans une grosse veine a la base dyoar faciliter les injections répétées. |l
existe deux principaux types de dispositif :ckghéter a émergence cutaretda chambre
implantable appelée aussi site implantable ou CIFPaut-a-cath®u encore?AC. Le choix
de l'un ou lautre dépend essentiellement du typetrditement prescrit et de sa durée.
L’'extrémité apparente du cathéter est munie d’ufar auquel sont reliés les flacons de
perfusion. Entre chaque perfusion, cet emboutezstd par un bouchon et est recouvert d’'un
pansement stérile. La chambre implantable est spoditif placé entiérement sous la peau. Le
cathéter est introduit dans une veine a I'une dees&rémités, I'autre étant reliée a un boitier
de petit volume, la chambre d’injection, placé gusbus la peau. La chambre d’injection est

munie sur le dessus d’une membrane qui permetatisegles injections, les perfusions et les
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prélevements. Pour cela, on pique a travers la mgala membrane avec une aiguille.
L’équipe soignante peut appliquer, pendant I'heyueprécéde, un pansement anesthésique a

'endroit de la chambre implantable afin de diminlzedouleur lors de la piqure (62).

2. Prise en charge des LNH agressifs

Le modéle-type pour la prise en charge des LNHesHifs est celui du lymphome
diffus a grandes cellules B (60 % des formes agress 30 a 40 % de I'ensemble des LNH).
Comme nous l'avons vu, les LNH agressifs sont aibles a un traitement. Quel que soit
leur stade au moment du diagnostic, plusieurs npttbérapeutiques existent ; elles reposent
sur : la chimiothérapie, I'immunothérapie, la rab&rapie ou la greffe de cellules souches
hématopoiétiques. Le traitement de référence et pdemiere intention est une
immunochimiothérapie. Elle associe en effet une imathérapie : un anticorps monoclonal
anti-CD20 (Rituximab) et une polychimiothérapie khaellement de type CHOP
Cyclophosphamide, Adriamycine, Vincristine et Pisding. Cette immunochimiothérapie
est administrée sur 6 a 8 cycles de 2 ou 3 sema8udon le score IPI du patient et son état
général, le schéma d’administration peut étre a&ddat réponse au traitement est évaluée des
les premiers cycles, elle permet ainsi d'ajusteécpcement la thérapeutique. Elle est
comparative avec les examens du bilan initial (ex@anelinique, tomodensitométrie et
éventuellement TEP-scanner). En I'absence de répamsprotocole de deuxieme ligne sera

proposé sans attendre la fin du schéma initial. (59)

3. Prise en charge des LNH indolents

De méme que pour les lymphomes agressifs, le mmaité des LNH indolents repose
sur un modele, il s’'agit ici du lymphome folliculai(80 % des formes indolentes ; 25 a 30 %
de 'ensemble des LNH). Comme nous l'avons vu)yegphomes indolents évoluent le plus
souvent sur plusieurs années, mais sont difficiltmarables et ils peuvent se transformer en
une forme histologique de lymphome agressif. Darsab du lymphome indolent, les options
thérapeutiques sont décidées en fonction de litapoe de la masse tumorale et de I'état
général du patient. Celles-ci reposent sur : lamathérapie, I'immunothérapie, la
radiothérapie voire I'abstention thérapeutique efffet, en dehors de protocoles de recherche,

les patients qui sont asymptomatiques et qui nequEnt pas de forte masse tumorale, soit 20
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a 30 % des patients, ne nécessitent pas de trater@n surveillera régulierement,
néanmoins, I'évolution de la maladie. En cas desmdaamorale importante, un traitement
s’avere nécessaire. Le traitement de référenceseepar une immunochimiothérapie qui
consiste a administrer un anticorps thérapeutiqueGD20, le Rituximab, associé a une
polychimiothérapie (habituellement de type CVPXDyclophosphamide, Vincristine (a dose
réduite), Prednison®u de type CHOP). Le traitement est administréésar8 cycles de 3
semaines et adaptable a I'état général du patibrg. association de type polychimiotérapie
(CHOP) et d’interféron alpha peut étre proposéle siaitement de référence est impossible
(en cas de contre-indication a une immunothérapieegemple). Ces contre-indications sont
essentiellement limitées au cas d’hypersensihiiitdype | ou de réaction anaphylactique aux
protéines murines, aux protéines de cellules onadge de hamster chinois ou a tout autre
constituant du produit. Pour les lymphomes follrds, aprés I'immunochimiothérapie, un
traitement de consolidation par radio-immunothérapeut étre réalisé avec le Zevalin®
(ibritumomab tiutexan), aprés avoir exclu une I|mszlon médullaire (59). Comme
précédemment, on réalise une évaluation de la s&pan traitement dés les premiers cycles et
en fin de traitement. En I'absence de réponseyotogole de deuxieme ligne sera proposeé.

Ce protocole consiste, apres discussion au casagapour des patients de plus de 65
ans a un schéma R-CHOP avec entretien par le Rialxi(pour les rechutes aprées
chimiothérapie sans anticorps thérapeutique). lotopole R-Bendamustine +/- Rituximab
d’entretien peut aussi étre utilisé pour les reehiupres R-CHOP. Le Zevalin® peut étre
aussi une option (selon les criteres de 'AMM : ses <5 cm, moelle osseuse envahie a
moins de 25%).

Pour des patients de moins de 65 ans, le protamlseconde ligne pourra étre un
traitement standard par chimiothérapie de rattrapag fonction du primo-traitement, la
stratégie privilégiée sera R-DHAOX (Rituximab, Deme&thasone, Oxiplatine, Cytarabine)
pour permettre la collecte de CSP, puis autogméfeonsolidation conditionnée par BEAM
(Carmustine, Etoposide, Cytarabine, Melphalan) {daituximab de maintenance). Un TEP
scan est indispensablement fait avant 'autogreften cas de rechute, un traitement de
consolidation par une greffe de cellules souchema@oiétiques doit étre discuté par
I'équipe spécialisée. Pour les formes localiséestraitement local par irradiation doit étre
discuté.
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4. Autres protocoles

Suivant la situation de chaque patient et aprékiétian des solutions de traitement les

mieux adaptées au cours de la réunion de conaeraliiridisciplinaire, les médecins peuvent

proposer d'autres protocoles. A titre d’exemple, peut citer (liste non exhaustive

d’exemples de protocoles recensés par les memhresodseil scientifique de France

Lymphome Espoir):

Mini CHVP : Cyclophosphamide — Doxorubicine — Etsjm@ — Prednisone

R-Mini CHVP + IFN : Mini CHVP + Rituximab + Interfén

R-ACVPB : Doxorubicine— Cyclophosphamide — VindesinPrednisone — Bleomycine

EPOCH : Etoposine — Prednisone — Vincristine — Qyabsphamide — Doxorubicine ou
Daunorubicine

CHOP : Cyclophosphamide — Doxorubicine — VincristinPrednisone

R-CHOP : CHOP + Rituximab

R-CVP : Cyclophosphamide — Vincristine — PredniseriRituximab

FND : Fludarabine — Mitoxandrone — Dexamethasone

Hyper CVAD : Cyclophosphamide — Vincristine — Doubitine — Dexamethasone —

Methotrexate — Cytarabine

ICE : Ifosfamide — Etoposide — Carboplatine

BEAM : Carmustine — Etoposide — Cytarabine — Melaha

DHAP : Cisplatine — Cytosine — Dexamethasone

R-DHAP : DHAP + Rituximab

ESHAP : Etoposide — Methylprednisolone — Cytarabif@ésplatine

RFC : Fludarabine — Cyclophosphamide — Rituximab

Dans certains cas de lymphomes agressifs, du tnéthate (en injection intrathécale)

peut étre ajouté au traitement. Beaucoup d'autresocations de médicaments sont

actuellement en cours d’évaluation dans le cadrssdis cliniques.

Les médicaments utilisés en chimiothérapie ne past sélectifs, par conséquent ils

peuvent détruire ou endommager les cellules sajoese renouvellent rapidement, comme

34



les cellules du systéeme pileux, de la bouche, the digestif ou de la moelle osseuse. Les
effets indésirables de la chimiothérapie sont W& en fonction des médicaments et des
personnes, et ils peuvent étres plus ou moins imp Les effets indésirables les plus
fréquents liés a la chimiothérapie sont : la dirtiolude la production des cellules sanguines
(globules rouges, globules blancs et plaquettes), a donc des risques d’anémie, de
neutropénie et thrombopénie ; la chute des ongledes cheveux ; des nausées et des
vomissements ; une mucite et des aphtes ; deshéésret une possible constipation ; la

modification voir une perte de I'appétit.

5. Le suivi du traitement

Enfin le suivi du traitement est, lui aussi, d’'ugrande importance. Ce suivi est opéré
avec différents objectifs. Tout d’abord, il fautyvoir déceler de possibles récidives locales
ou a distance ; ensuite, rechercher et prendreharge les complications tardives ou les
séquelles liées aux traitements recus. Il n'y aeldment pas de données disponibles sur le
schéma de surveillance optimal d’'un LNH, le grouleetravail de 'HAS propose, a titre
d’exemple, le protocole de surveillance ci-dessduspatient doit étre informé des signes
cliniques faisant suspecter une évolution de laadial et devant I'amener a consulter
(augmentation de la masse ganglionnaire, signesrgéx et signes compressifs). La récidive
peut étre ganglionnaire ou extra-ganglionnaire] que soit le site initialement atteint. Une
attention particuliere est portée sur les élémentgants : I'évolution de la maladie et les
éventuelles récidives. Le risque d’hémopathie sdaima a la chimiothérapie telle que la
myélodysplasie ou la leucémie aiguée risque d’hypothyroidie iatrogene suite a une
irradiation de la loge thyroidiennke risque de toxicité cardiaque lié a un traitemeatt |ps
anthracyclines ou a une irradiation médiastin&efin, le risque de leuco-encéphalopathie

retardée apres administration du Rituximab.

Tout élément clinique inhabituel et persistantt daire évoquer et rechercher une

rechute. Il est conseillé au patient de consuldsdous les cas suivants :

o Fievre (plus de 38 °C) ;

o Infection (comme un rhume, une grippe ou un abeéesaire) ;
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Constipation ou diarrhée ;
Lésions dans la bouche ou la gorge ;
Toux excessive ;

Souffle court ;

O O O O o

Vertiges ;

Fatigue inhabituelle

Perte ou gain de poids inhabituels ;

Jambes gonflées ;

Picotement des doigts ou des orteils ;

Bourdonnements d’oreille ;

Saignements ou cedemes inhabituels ;

Nausées, vomissements, malgré la prise de méditametmémétiques ;

Gonflement des ganglions lymphatiques ;

O O O o o o o o

Douleurs.

Des examens complémentaires sont nécessairesapaunveillance de la maladie. On
retrouve dans ces examens une tomodensitométriacthrabdomino-pelvienne avec injection
de produit de contraste. Cet examen est recommpamaiela détection de récidives et il est
habituellement réalisé a 6 mois puis a 1 an. Spuéndce est a adapter en fonction du stade et
des facteurs de risque en tenant compte du risGuadiation cumulée, notamment chez les
patients les plus jeunes. Comme alternatives ae cetinodensitométrie peuvent étre
proposées, selon les circonstances, une radiogragiioracique et une échographie
abdominopelvienne. On réalisera aussi, généralememéme rythme que la surveillance
clinique, un hémogramme pour surveiller les fordiorénale et hépatique, soit les
transaminases, la PAL, la bilirubine directe efrecte et la gamma GDnrecherchera aussi
une hypothyroidie iatrogene en cas d’irradiatiorvicale par un dosage de la TSH. Enfin, on
effectuera une évaluation de la fonction cardiagaleune échographie ou une scintigraphie
chez les patients traités par anthracyclines omtaggu une irradiation médiastinale. Selon
les signes d’appels ou les différents traitemeetsis et leurs effets secondaires particuliers,
d’autres examens peuvent étre prescrits (59). beeslance s’effectue a un rythme de tous
les 3 mois pendant 2 ans, puis tous les 6 moisgrgrids 3 années suivantes, puis une fois

par an.
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6. Les soins de support

Le traitement du lymphome doit enfin prendre empte les soins de support, c’est-a-
dire I'ensemble des soins et soutiens nécessairepersonnes malades tout au long de la
maladie conjointement au traitement onco-hématqlagispécifique. Un temps est réservé a
un échange sur la qualité de vie du patieat.plupart des effets indésirables physiques et
biologiques sont contrlables de maniére efficamz a@les médicaments. Cependant, I'impact
émotionnel et psychologique que représente la ootdtion avec un lymphome doit
également étre pris en compte. Par exemple, laeahes cheveux et autres changements de
'apparence physique peuvent donner au patienptfassion de ne plus étre attirants. On peut
lutter contre ce sentiment par des traitementsredatcalvitie, le port d’'une perruque et des
soins particuliers aux changements temporairesadpsctels que la peau séche et le teint
brouillé. Apprendre que I'on a un lymphome et seiun traitement peut aussi étre éprouvant
a la fois physiquement et psychologiquement, lessqmmes vivant avec un lymphome
peuvent donc se sentir déprimées. Néanmoins doeghurs possible de trouver de l'aide, a
commencer aupres de sa famille, des soignants ptoflessionnels (psychiatre, psychologue)
et / ou envisager de prendre des médicaments jmriragarder le contrble de ses émotions.
Des groupes de soutien peuvent aussi aider et t@p@ar patient le réconfort de parler avec
d’autres personnes qui comprennent sa situationpdrgode de rémission est aussi une
période difficile car elle est souvent vécue commemélange de soulagement et d’anxiété.
Beaucoup de gens considérent que c’est le momemedser a ce qui est réellement
important dans la vie. Des changements de moddedetwde carriére professionnelle sont
fréquents a ce stade. Ajuster les changements qugsiet émotionnels est un processus
constant. Beaucoup de personnes veulent donneetearret deviennent actives au sein
d’associations ou partagent leur expérience avewts personnes qui souffrent d’un
lymphome. Il est important de rester vigilant, acbute de son corps et de suivre les
recommandations de son médecin pour tous les exadeeBuivi post-traitement. Ce dernier
permet la surveillance d’une éventuelle rechutle éeépistage de séquelles éventuelles. Autre
étape tres difficile, la récidive, la peur de vi@rlymphome revenir peut effectivement étre
envahissanteApprendre que le lymphome a récidivé peut étre dahisant et sembler
injuste. Certains se demandent s’ils auront la efofusychologique et physique de
recommencer un traitement. Pourtant, il est passjbk la prise d’'un nouveau traitement soit

plus facile a supporter parce que le patient sqita s’attendre et qu’il sait déja ou trouver du
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soutien et prendre en charge sa maladie.

Les thérapies complémentaires, comme [|'homéopathi@cupuncture, la
phytothérapie, la naturopathie ou la relaxationtsdas traitements qui ne sont pas
conventionnels, mais qui peuvent potentiellementélemrer le confort physique et
émotionnel. En aucun cas elles ne doivent se substau traitement du lymphome. Il est
primordial d’'informer le médecin de tous les traints ou produits complémentaires pris,
afin d'éviter tout risque d’interaction avec le itement du lymphome. Une bonne
alimentation est toujours primordiale pour la sagtt&ncore plus pendant le traitement d’'un
lymphome. La meilleure approche est de manger igrgahent une nourriture variée et saine.
Une activité physique réguliere est tres souvemseitlée par le médecin. Le dosage des
exercices doit étre adapté aux capacités physiguesnoment, lesquelles peuvent étre

diminuées de maniere significative par les traitetsie

F. Limites des traitements actuels

Chez les patients atteints d'un lymphome diffugr@ndes cellules par exemple, avec
un traitement standard comprenant le Rituximab retprotocole a base d’anthracyclines,
environ 67% des patients sont en vie sans lymphmme un suivi médian de 4 ans (63). Par
conséquent, malgré les améliorations de la suteieate (OS) par I'ajout systématique dans
le traitement du Rituximab, un tiers des patiemts e maladie qui est soit réfractaire a la
thérapie initiale ou en rechute aprés un traitenséahdard (64). Bien que la majorité des
rechutes surviennent au début, une étude récesaaligné que des rechutes tardives (apres 5
ans) sont possibles, et peuvent étre associéesstada localisé initial, un score d’index
pronostique international (IPI) favorable et unenptication extraganglionnaire au moment
du diagnostic. Ces rechutes tardives constituardi#nde I'ensemble des progressions apres

un protocole (R-CHOP) ou une chimiothérapie CHOBrsen large essai randomisé (65).

1. Les résistances au traitement par le Rituximab

Le Rituximab est utilisé dans le traitement ducesnen raison de sa capacité a
reconnaitre les cellules cancéreuses exprimantua serface le CD20, a activer le

complément (CDC) et la cytotoxicité a médiationudaire (ADCC) et / ou a induire un arrét
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de croissance ou a induire une apoptose et erdamsibiliser les cellules a la chimiothérapie
(66), (40), (67), (68). Certaines études ont montré résistance des cancers aux thérapies
avec cet anticorps anti-CD20. Cette résistanceiguetait un certain nombre de mécanismes
tels que des mutations du CD20 (9), des réductier&xpression du géne et de la protéine a
la surface des cellules (10). Il est aussi rappant hyper-expression des voies du tE-et
ERK % qui conduit a une surexpression de facteergégistance protéique, tels que les
protéines anti-apoptotiques Bcl-2, Bcl-xl et M¢k1),(12),(13), mais aussi la réduction de
I'efficacité de I'ADCC ou de la CDC et limplicatio de facteurs protecteurs du
microenvironnement tumoral. De plus, certainesutedl résistantes n’expriment plus le
CD20, soit de maniére définitive, soit de maniemporaire (phénoméne de « shaving »,

mutations, modifications épigénétiques...).

La cytotoxicité induite par le Rituximab (RTX) edEpendante des mécanismes
immunitaires. Suite a la reconnaissance par le Glgpoie classique du complément est
activée et se traduit par le dép6t de fragmentsu3a cellule B, lié a la pénétration dans la
membrane cellulaire des complexes MAC (69). Elteagssi initiée par la reconnaissance du
complexe RTX/CD20/LB par les récepteury ldes cellules effectrices (les cellules NK et les
macrophages) a l'origine de I'ADCC. Il a été monuéns la LLC, ou les niveaux
d’expression de CD20 sont faibles, que les cellulesilantes ne sont pas tuées par le RTX
mais sont recouvertes de fragments C3 éf@ue des cellules effectrices ont des récepteurs
permettant de reconnaitre les cellules recouvettamsi induire leur mort (71). D’autre part,
il a été montré que le dép6t de fragments C3 pountarférer avec la reconnaissance de la
partie Fc du complexe RTX/CD20/LB par le CD16 du Nidocage de l'accés) et ainsi
inhiber la réaction d’ADCC (72). Il est donc tramportant de bien connaitre les effets
cytotoxiques du RTX dans les différents compartite¢sang versus tumeur) afin d’améliorer
le traitement de ces différentes pathologies, notant avec les nouveaux anticorps anti-
CD20. Il ne faut pas non plus négliger le role famental des cellules effectrices du systeme
immunitaire dans I'efficacité du traitement par R€EXqui vont pouvoir étre « dépassées » a

un certain moment par le nombre de complexes LB/RTX

2. Résistance par saturation du mécanisme de CDC
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Le systeme de cytotoxicité dépendant du complénpnit étre saturé suite au
traitement par le RTX. Ceci est bien illustré démd LC, ou la densité de lymphocytes B
tumoraux peut étre tres élevée dans le sang, oanabgjue l'activité du complément est
déplétée dans le sérum suite a I'injection de RT®) €t malgré le fait que les cellules soient
saturées par le RTX (en injectant des doses impesy la CDC est inefficace. Chez un
patient atteint de LLC ayant une densité de cedltdenorales circulantes moyenne, le titre du
complément n’a été restauré qu'une semaine pldsstdavant l'injection et aprés la deuxieme
cure de RTX (dans un traitement de 4 cures a umaige d’intervalle), le titre est resté bas
jusqu'a plus d'un mois aprés. Ceci a été obsenez dfiautres patients et le temps de
restauration du titre de complément reste varigelen les patients. Une alternative a ce
probléeme serait l'injection de plasma fraichemeitahgelé comme source de complément
pour augmenter la CDC induite par le RTX (73). Wn#re stratégie de résistance exploitée
par les cellules cancéreuses consistant en l'esipresa la surface de la membrane de
protéines régulatrices du complément (MCRPs),qudsle CD46 (MCP), le CD55 (DAF), le
CD35 (CR1) et le CD59, a été particulierement é&ediLe CD46, le CD55 et le CD35
bloquent la cascade du complément a I'étape dawiiv du C3; le CD59, quant a lui,
empéche l'assemblage du complexe d'attaque menmerasha complément (MAC). Ces
protéines ont pour objectif de protéger les tissosnaux d'une attaque accidentelle par le
complément activé, mais aussi malheureusement,od&rer une résistance aux cellules
cancéreuses en limitant ainsi l'effet de I'acti@®C des anticorps thérapeutiques. Le niveau
d’expression des protéines régulatrices sur ldslesIlmalignes est tres variable, mais il est
maintenant démontré que certaines tumeurs en egptides niveaux plus élevés que le tissu
normal a partir de laquelle elles ont évolué (I4)blocage de ces protéines, notamment par
des anticorps neutralisants, a montré une meillactigité anti-tumorale du RTX (75).

3. Résistance par saturation du mécanisme d’ADCC

Il a été rapporté dans la littérature que le misoae d’ADCC pouvait lui aussi étre
saturé. En effet, les cellules NK, principales ma@ilies de 'ADCC, ne peuvent pas tuer
toutes les cellules B recouvertes de RTX. Une ®INK est capable de détruire, au mieux,
qguatre lymphocytes sur lesquels le RTX s’est fixé)( De plus, la fixation du CD16
(FcyRIlla) sur les LB opsonisés par le RTX va entraimee internalisation, le CD16 ne sera

ainsi plus disponible a la surface de la cellule pidur tuer d'autres LB (77). Une étuite
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vivoa méme montré qu’apres ADCC par la cellule NK éexpression du CD16 a sa surface
et la restauration de la cytotoxicité requiérent mmimum 24 heures (78). De plus, la
présence d’'un polymorphisme pour leyRdla expliquerait I'origine d’une diminution de

'ADCC. En effet, les patients hétérozygotes (ayant valine en position 158) ont un
récepteur CD16 de moins bonne affinité et ont done ADCC moins efficace que les

patients homozygotes (79).

4. Résistance par le phénomene de Shaving

Nous venons de voir que 'ADCC et la CDC sont gescessus qui peuvent étre
saturés. Les complexes RTX/CD20 peuvent aussi sftenis a un processus qui influe
beaucoup sur l'activité de l'anticorps. Ce phénoenend’abord été décrit dans d’autres
systemes en tant que modulation antigénique (8®g nomme processus de « Shaving ».
Cette réaction est médiée par degRr@résents sur des cellules effectrices (Monocyte,
Macrophages) (81)Comme son nom le suggére, ce processus enleve delllde les
complexes CD20/RTX sans que celle-ci ne soit t@&en’est pas une internalisation comme
habituellement retrouvée dans le processus de ol mais bien un systeme qui enléve
les complexes de la cellule (70). Les macrophagasraient réaliser a la fois de la
phagocytose des LB tumoraux et a la fois, graceua FgRI, du shaving de complexes
RTX/CD20. Ainsi, les LB non-tués n’expriment plesCD20 et ne seront donc plus la cible
du RTX (82). Apres opsonisation de la cellule darsgeavec le RTX, elle est amenée a
proximité de la cellule acceptrice, grace a laoneaissance de la fixation du RTX par le
FcyRI de la cellule acceptrice, en formant ains sgnapse immunologique (83), (84). Les
petites régions de fragments de membrane contdesrtomplexes RTX/CD20 sont alors
pincées hors de la cellule donneuse et intéricipée le monocyte / macrophage accepteur.
Ce processus, un type d'endocytose, est appelécyimge, et a été décrit pour les
lymphocytes T et B et pour les cellules NK (845)(§86).

5. Résistance par perte de I'expression du CD20

Il a également été observé, chez certains patientsperte permanente de I'expression
de CD20 apres traitement par le RTX, notamment demtumeurs de patients atteints de
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lymphomes B. Cette perte pourrait étre due a l&feration d'un clone CD20 négatif obtenu
suite a une mutation (87). Cette mutation du gelm®0Cpeut avoir lieu en différentes
localisations : délétions au niveau du C-terminalan niveau transmembranaire... Il serait
ainsi possible que les mutations au niveau de fdepeodant pour la région C-terminal de la
protéine CD20 soient associées a la rechute etd/ laurésistance des patients au RTX (88).
Malheureusement, une autre étude portant sur umarteode patients atteints de lymphomes
diffus a grandes cellules (264 biopsies au diagn@&itl5 a la rechute), n’a pas montré de
corrélation entre la présence de mutations au nided’épitope de reconnaissance du RTX et
la rechute (89).

Un autre mécanisme a l'origine de la perte depfegsion du CD20 a la surface de la
cellule pourrait étre di a des phénoménes épiggmst En effet, une équipe a rapporté que
le traitement de cellules CD20 négatives d’'un pafgpar un agent modulant I'acétylation des
histones (Trichostatin A) restaurait a la fois 'NR et I'expression a la surface de CD20
(90). Une autre étude a confirmé ces résultatstiigant cette fois-ci un agent déméthylant
(le 5-aza-2'- deoxycytidine) pour le traitementcgdiules de patients toujours CD20 négatives
in vitro (91); laissant suggérer une implication partielle deamésmes épigénétiques dans les
résistances au RTX. Pour lutter contre ce mécanige® études préliminaires se proposent
d’utiliser I'association entre le RTX et des drogueodulant I'épigénétique, telles que les
inhibiteurs d’histones désacétylases (HDAC), aflantliorer le traitement des patients
résistants. Une premiére étude a ainsi moirtr&itro et in vivo le bénéfice d'une telle
association qui se traduit par une augmentatiotiageptose induite par le RTX (92). Une
seconde étude plus récente montre que l'utilisatiamhibiteurs de HDAC, en augmentant
I'expression de CD20, augmente I'activité¢ CDC duxXR vitro (93).

Les travaux de I'équipe de Czuczman laissaient &ggun autre mécanisme a la fois
pré-transcriptionnel et post-transcriptionnel &ijme d’une modulation de I'expression de
CD20 suite au traitement par RTX. lls ont ainsi nné que le systéme ubiquitine-
protéasome pouvait étre en partie impligué dansnésanismes de résistance au RTX, avec
une dégradation partielle de la protéine CD20 eter@inal. Grace a des inhibiteurs du
protéasome, I'expression de CD20 a pu étre augmesitpar conséquent la CDC a pu étre
partiellement restaurée (10). Malheureusement, @esles plus récentes montrent que
I'expression de CD20 est en fait régulée par lgésye ubiquitine-protéasome et par le

systeme lysosome / autophagosome et qu’ainsiisation d’inhibiteurs du protéasome, tels
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gue le Bortezomib, n’est pas aussi efficace danstia contre les résistances au RTX (94),
(95).

Enfin, des études démontrent que le microenviromméntumoral (ou stroma) peut
également interférer dans l'activité anti-tumorale RTX au sein des tissus. C'est un
mécanisme dominant de résistance au RTX (96) &raibt élément peut s’envisager comme

une stratégie thérapeutique d’intérét dans leetraint des hémopathies B matures (97).

Pour limiter ces résistances au traitement, lbaexhe actuelle se penche sur différents
projets tels que : la modification du déroulememss dorotocoles de traitement par le
Rituximab, la possibilité de le coupler avec degdpes radioactifs et on recherche aussi des
thérapeutiques basées sur d’autres anticorps tilela8D20 ainsi que d’autres cibles tels que
le CD19 ou le CD22 (98), (99).

V. Apport de la radioimmunothérapie dans la prise en

43



charge des LNH

A. Définition

Il s'agit d’'une méthode de radiothérapie qui cdesés irradier des petites tumeurs
disséminées dans I'organisme apres injection ietreuse d’'un anticorps porteur d’'une forte
radioactivité et qui a la propriété de se fixeresélvement sur les cellules tumorales (Figure
9).

B. Principe

C’est au début des années cinquante qu'était r&eploour la premiere fois, sur des
modeles précliniques, la possibilité de cibler tleweurs avec des anticorps couplés a des
radionucléides. Ce ne sera que vingt-cinq ans &b que des tumeurs purent étre tout
d’abord localisées cliniquement grace a des amg@l00). Cela a conduit aux premiers
produits d’immunodétection au milieu des annéestrguangt-dix. Enfin, au début du
XXléme siecle, a partir de ces découvertes suetaation, deux anticorps radiomarqués sont
autorisés pour le traitement des lymphomes non Kioigs (101), (102), (103). Ces deux
anticorps sont: le Zevalin® ([90Y]ibritumomab tetan) et le Bexxar® ([I-
131]tositumomab), ils sont indiqués dans le tragetrdes LNH folliculaires réfractaires a la
chimiothérapie avec ou sans transformation. Ceis@ps radiomarqués sont des anticorps
murins, ils ciblent tous les deux le CD20 et sanipiés un a I'Yttrium 90 et l'autre a I'lode
131, tous deux émetteurs de particylieka fixation des isotopes radioactifs est obtegnéee
a un agent chélateur, un isothiocyanatobenzyl éé&tésI'acide polyaminocarboxylique DTPA

qui stabilise 'ensemble anticorps-isotope radibact
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Figure 9 : Principe deRdT. Modifié d’aprés : lymphomation.org

1. L’activité du radiomarquage

En RIT, c’est la toxicité médullaire qui permet digterminer les doses toxiques, elles
sont évaluées a 150-200 cGy. Notons que la réptotsde au traitement des patients
réfractaires a la chimiothérapie par ces deux armgg ne difféere pas. Ceci suggére que le
choix du radionucléide n’influe pas sur l'efficacidu traitement (104). Le radiomarquage de
ces anticorps a pour objectif de vectoriser I'ipetaadioactif vers les cellules cancéreuses
afin de les irradier (105). L'Y-90, par exemplejmpet, dans les tissus mous, une absorption
de 90% de I'énergie émise par le radionucléide @nd de la source de rayonnement
(correspondant & un diameéetre de 100 a 200 cellulgs)mettant ainsi de fournir un
rayonnement aux cellules cibles et a celles entbles cellules tumorales. L’activité anti-
tumorale est donc due principalement a la radigd€titransportée par I'anticorps, qui est

émise de maniére continue mais qui décroit de maeiponentielle avec une dose de dépodt
hétérogene.

2. L’activité de I'anticorps propre

Nous savons que l'anticorps seul a une activia@rpr il peut donc vraisemblablement

45



lui aussi contribuer a la destruction tumorale,cgra sa capacité a reconnaitre les cellules
cancéreuses exprimant a leur surface le CD20, @&eacte complément (CDC) et la
cytotoxicité a médiation cellulaire (ADCC) et / @induire un arrét de croissance ou a
induire une apoptose. Une réponse immunitaire hdigel' vis-a-vis des antigénes tumoraux
libérés peut étre engendrée apres la destructisrceltules médiées par I'anticorps ou par
lisotope (103), (106). Comme nous l'avons vu, lasticorps monoclonaux sont des
immunoglobulines G (IgG) soit d'origine murine sgibrigine murine et humaine (anticorps
chimériques, humanisés). Ce sont des macromolépubdsiques caractérisées par un poids
moléculaire important (environ 150 000 dalton oucDinparé a celui des autres médicaments
(en général inférieur a 1 000 D). Les données igués concernant les anticorps

monoclonaux sont bien particuliéres et sont déteantes pour la compréhension de la RIT.

Les anticorps monoclonaux sont administrés pae votraveineuse ou par voie
intramusculaire. La cible est constituée d’une gira circulante dans le sang ou la lymphe ou
bien d’'une protéine cellulaire, elle-méme circuéaet / ou localisée a certains organes. La
phase de distribution apparait déterminante pauamgicorps a visée tissulaire et globalement
on observe gu’ils diffusent assez mal et de mani&rogene dans les tumeurs. Cette
hétérogénéité de la distribution tumorale d'uncamis monoclonal a pu étre démontrée
récemmentin vivo, chez 20 patients, en utilisant la tomographiengion de positons (107).
On constate que la distribution dépend de la phlygi® tumorale et des caractéristiques de
l'anticorps. Plus précisément, certains paramdiéss a la vascularisation de la tumeur
(perméabilité, débit sanguin), la différence despi@n observée entre le capillaire tumoral et
le liquide interstitiel semblent déterminer la dtstition tumorale (108), (109). Mais le
principal facteur limitant la diffusion tumorale slenticorps apparait étre l'affinité pour
'antigene membranaire cible et l'intensité deplfegsion antigénique, c'est le concept de la
barriére antigénique développé par Weinstein inlads années 1980 (110), (111). Ainsi, la
captation spécifique de l'anticorps en périphé&uimdrale limite la diffusion au sein de la
tumeur. Le poids moléculaire peut également carestiin facteur limitant. Dés lors, les
fragments Fab (poids moléculaire 50 000 D) ou gpieids moléculaire 27 000 D) présentent
une diffusion plus rapide et plus homogéene queditarps entier dans un modéle murin
porteur de xénogreffes (112). Les IgG restent coinées a proximité des vaisseaux sanguins
sur une distance de 40 mm (soit environ deux caudwelulaires) (112). Néanmoins,

l'utilisation des fragments Fab est limitée par léemi-vie d'élimination courte (< 12 heures)
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et par l'absence du fragment Fc impliqué dansidlgetcytotoxique. Compte tenu de leur

rapide élimination, la fraction captée par la tumsirévéle étre inférieure a celle d'une IgG.

3. Lacinétigue

Tres peu de données sont disponibles sur les wbisnination des anticorps
monoclonaux. En utilisant les connaissances ques ramons sur les IgG endogeénes, les
anticorps monoclonaux semblent catabolisés danscdéiales du lit vasculaire (cellules
endothéliales). Les IgG endogénes sont les pragilasmatiques qui présentent la demi-vie
d'élimination la plus longue, environ trois semain€ette longue demi-vie est liée a un
récepteur saturable appelé FcRn situé dans ladekndothéliales, les cellules intestinales
et rénales (113), (114). Le récepteur FcRn posgdede propriétés : le passage transcellulaire
et le recyclage cellulaire (113). D'aprés le mogetsposé par Junghans et Anderson, les IgG
sont captées a l'intérieur des cellules par pirosey(115). Elles se lient aux récepteurs FCRn
en milieu acide par lintermédiaire de leur fraginEn puis sont transférées a la surface
cellulaire pour étre a nouveau disponibles. Les Ig@ liées aux récepteurs FCRn dans les
vésicules de pinocytose (IgG en exces) sont tredesfévers des lysosomes pour étre
dégradées (115). L'absence de fragment Fc ouitierigurine (moindre affinité) expliquent
en partie la demi-vie courte de l'abciximab (fragimEab) et du muromonab (IgG murine)
comparée a celle des autres anticorps monoclor@imédques ou humanisés (7 a 18 heures
versus 8 a 28 jours). La présence du récepteur FazRmiveau intestinal et rénal chez
'homme laisse envisager un passage transcelluthiee IgG au niveau de ces organes.
L'excrétion rénale des anticorps monoclonaux aemmeint commercialisés n'est pas
documentée, sinon de maniere indirecte. Par exerfiiplsuffisance rénale ne semble pas

avoir d'impact sur I'élimination du trastuzumabzHeomme (116).

Par rapport aux médicaments « classiques », yporamolaire élevé existe entre la
cible (antigene) et l'anticorps (117). En d'autessnes, les concentrations plasmatiques de
l'anticorps sont susceptibles d'étre déterminéedipgensité de I'expression antigénique. La
normalisation des posologies au poids est contiespadur un anticorps monoclonal. Compte

tenu de leur poids moléculaire élevé, ces molécdiéssent peu et ont un volume de
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distribution faible correspondant au volume sangugelui-ci est directement corrélé a la
surface corporelle et non au poids (118). L'adaptath la surface corporelle serait
théoriguement plus licite. Néanmoins, la variailitinétique des anticorps monoclonaux
apparait supérieure a la variabilité de la surtamporelle observée chez 'adulte (10 a 15 %).
En l'absence de données montrant un impact du pmidde la surface corporelle sur la
clairance systémique, la posologie devrait étre.fikette démarche éviterait les erreurs de
calcul de doses et favoriserait l'utilisation dexdiionnements entiers. Une alternative a la
dose fixe ou normalisée pourrait étre |'adaptatmmsologiqgue au volume de la masse

tumorale comme cela a été suggére pour le Rituxiiha®).

4. Augmentation de I'activité vis a vis de I'anticorpsnu

Dans la RIT, le marquage et donc cette vectoasatiers les cellules cancéreuses
permet d’augmenter significativement l'efficacitésdanticorps radiomarqués par rapport a
des anticorps nus (non radiomarqués comme le Riak). En effet, un essai randomisé
comparant 'efficacité du Rituximab et du Zevalin®@démontré que I'anticorps radiomarqué
(Zevalin®) était plus efficace statistiquementedianticorps nu (Rituximab) pour améliorer
les taux de réponse globaux et complets du lympham&aitement (120). Les rémissions
induites par le Zevalin® sont également plus d@sigue celles induites par des anticorps
nus (121). Il est important pour cette thérapewtida prendre en compte un certain nombre
de données afin d’avoir une efficacité maximaldailt effectivement étudier la physiologie
de la tumeur et la pharmacologie du couple antsoadionucléide et prendre en compte la
vascularisation et les différentes barrieres qup@&hent ou limitent I'activité de I'anticorps.
Enfin, il ne faut pas négliger la toxicité sur laefle épiniere de cette thérapeutique causee
par la clairance plus ou moins rapide de I'antisof}03). D’autres effets secondaires sont a
mentionner : la chute des cheveux et la mucitel gims les nausées, ils sont néanmoins peu
fréquents pour ces deux médicaments (103). Enén,deux anticorps étant des anticorps
murins, des effets secondaires de type anaphylectigeuvent survenir lors de la
reconnaissance des anticorps murins par le systamanitaire. Le patient produit alors des
anticorps humains dirigés contre ces anticorpsodeiss(HAMA). Cette réponse immunitaire
est généralement limitée chez les patients trait@aravant par chimiothérapie.
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C. La RIT en une étape

La RIT est utilisée actuellement dans le cadretrditement des LNH folliculaires
résistants a la chimiothérapie. Le Zevalin® et lexBar® sont donc utilisés apres une
chimiothérapie et en une seule étape (Figure 1®Bdxxar® est un double émetteur, il émet
en effet des rayonnements gamma et béta. L’émissitan est de I'ordre de 0,81 MeV. Son
rayon d’action est de 0,8 mm et sa demi-vie deu8sjoLe Zevalin®, quant a lui, n’émet que
du rayonnement béta mais avec cing fois plus dssance 2,3 MeV. Son rayon d’action est
plus fort (5 mm) et sa demi-vie est plus courteaplus intéressante (2,7 jours) (122). Par
ailleurs, la clairance biologique du Bexxar® egtida alors que celle du Zevalin® est plutbt
lente. La distribution non tumorale differe aussle se situe au niveau thyroidien pour le
Bexxar® et au niveau osseux pour le Zevalin®. Lex@e® est administré apres une étude
préthérapeutigue de la dose administrable chezatent; le Zevalin®, quant a lui, est
administré sur la base de la masse corporelle. whde ces deux médicaments nécessite,
avant I'administration de I'anticorps radiomarquli@dministration préalable de I'anticorps
froid (non couplé au radionucléide). Pour le Zawv&li on administrera tout d’abord du
Rituximab et pour le Bexxar®, son anticorps frold3). Le schéma du 90Y-ibritumomab
peut-étre commodément administré sur une semaimendilatoire. Au jour 1, le Rituximab
a 250 mg/m2 est perfusé et dans les 4 heures suavdim, une dose traceuse de 111 In
ibritumomab, 5 mCi, est administrée en 10 minutesbalayage gamma est effectué une fois
passées 24 - 72 heures pour confirmer la biodigtab attendue. Au jour 8, l'injection de
Rituximab est répétée a 250 mg/mz2, et la dosepbétmue de 90Y-ibritumomab tiuxétan est
administrée (123). Apres le traitement par '90Yitilbmomab tiuxétan, les patients n'ont pas
besoin d'un isolement particulier et les seulesqrions contre les rayonnements sont
seulement minimales, comme éviter le contact awecflliides corporels dans la premiére
semaine suivant le traitement (124), (123). Enoraide la variabilité individuelle de la
clairance du 131l-tositumomab chez les patients,dose dosimétrique constituée de 10 mg
de l'anticorps marqué avec environ 5 mCi d’'lodeé&8tladministrée pendant 30 minutes. En
utilisant un scintillateur Nal et une caméra gamimaénombrement de la radioactivité totale
du corps est obtenu et la cinétique de la clairdatae est mesurée sur trois points dans le
temps afin de calculer les millicuries nécessapesr produire une dose corporelle totale

thérapeutique de 75 cGy pour les patients avemuorbre de plaquettes supérieur a 150000 x
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10°/mL et 65 cGy pour les patients ayant une numérgtlaquettaire de 100.000 & 149 000 x
10°’mL. Comme l'anticorps 131I-conjugué est métabplisg métabolites libres d’'lode 131
sont libérés dans la circulation sanguine et rapaftg excrétés dans l'urine. Les patients
recoivent 120 mg d'iodure de potassium par joumroe blocage thyroidien, administré 24
heures avant la dose dosimétrique et a continuedgre 14 jours aprés l'administration
thérapeutique. Les politiques institutionnellesiefar en ce qui concerne l'administration en

milieu hospitalier ou en clinique externe de 13idiumomab (125), (126), (127).

Toujours dans le cadre de la RIT, on cherche Hetnent a définir la place de cette
derniére dans les premieres lignes de traitemees. @udes ont été mises au point pour
évaluer cette possibilité de traitement chez de®emta n’ayant pas subi de chimiothérapie
préalablement. Ainsi, des patients ont été tragtésc une simple dose de Bexxar®, soit
'administration apres I'étude préthérapeutique Thsitumomab seul, puis, une semaine
apres, de l'anticorps radiomarqué. Ce dernier d&lalors une dose équivalente a 75 cGy
dans le corps total. Dans cette étude, il a ététath qu'un seul traitement par le 131 I-
Tositumomab a entrainé un taux de 95 % de répdobalg et de 75 % de réponse compléte.
Il est estimé que 77 % des patients avec une r@amigomplete est resté indemne de la
maladie a cinq ans. En outre, une rémission maéeu(translocation BCL2 indétectable) a
été obtenue chez 80 % des patients évaluablesvgigra une réponse compléte a six mois.
Le traitement a été associé a une toxicité hémgitpie modérée et réversible, et aucun cas
de syndrome myélodysplasique ou de leucémie my&laigué n'a été observé pendant une
durée médiane de suivi d'un peu plus de cing amasnikski et al concluent qu'un seul
traitement d'une semaine de 131 I-tositumomab corraiment initial peut induire des
rémissions prolongées cliniques et moléculairesz ates patients atteints de lymphome

folliculaire avancé.(128).
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Figure 10: Principales méthodes pour la radio-immothérapie : (A) conventionnel
directement anticorps radiomarqué. (B) la radio-iomothérapie en trois étapes (RIT
préciblée) utilisée par Pagel et al, 4 injectiorsprenant de la streptavidine conjuguée a un
anticorps, puis un agent de compensation, et emsyiplication de la biotine radiomarquée.
(C) En deux étapes, anticorps bispécifique trival®AT préciblée "systeme d'amélioration de
I'affinité". Le systéme est injecté et se lie &lameur avec deux des trois bras. il est suivi par
I'injection d'un haptene-peptide radiomarqué quiliseau troisieme bras de ce systéme une
fois le surplus de celui-ci éliminé du sang nalleraent. Modifié D’apres Goldenbe(29)

D. La RIT en plusieurs étapes selon la technique du pciblage

Une autre approche dans le traitement par RITed& du préciblage, ce systeme est a
I'étude pour augmenter l'efficacité de la RIT efeetuant des RIT séquentielles. La plupart
des patients ayant recu de la RIT sont susceptiisir des rechutes, ceci a cause des
rayonnements absorbés qui sont relativement faiblesultant de doses insuffisantes de
rayonnement sur les sites tumoraux a éradiquerdasss de RIT sont limitées par la toxicité
associée a l'exposition aux rayonnements par lgsnes sains. La RIT préciblée (PRIT) est

une stratégie qui a le potentiel de réduire de émansignificative ces toxicités tout en
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augmentant son efficacité, ceci en dissociantitargs de la livraison du rayonnement.

1. La méthode en trois étapes

Bien qu'il existe plusieurs approches pour « présdiy », la méthode dans cette étude
utilise un anticorps non radioactif conjugué attaavidine qui est injectée et va se fixer sur
les cellules tumorales. Aprés le temps nécessaiie gue I'accumulation de I'anticorps soit
maximale sur les sites de fixations tumoraux, uenagynthétique de compensation biotinylé
est administré, ce qui élimine les anticorps n@s lile la circulation sanguine. Il s’ensuit
l'injection d'une dose thérapeutique de DOTA-bietiradiomarquée. La DOTA-biotine est
petite et pénétre rapidement dans les tumeursletsellie & la streptavidine conjuguée a
'anticorps, délivrant ainsi une dose de rayonndnodslé aux tumeurs. Les molécules non
fixées de DOTA-biotine radiomarquées sont rapiddgnééminées de la circulation sanguine
et sont excrétées dans l'urine (Figure 10). Ceétthatde diminue notablement le temps durant
lequel les organes sains sont exposés au rayonhgpeemettant de limiter la toxicité (130),
(131), (132), (133), (134).

2. Le systeme d’amélioration de I'affinité

Barbet et al ont, pour leur part, travaillé surhapténe bivalent qui permet une liaison
de coopération, ainsi ils lient deux anticorps éafiques a la surface des cellules tumorales
en utilisant I'hapténe bivalent comme un pont (Fégli0). La construction de ce « systeme
d’amélioration d'affinité » emploie des fragmentabFd'anticorps anti-tumoraux et des
fragments Fab d'anticorps anti-haptenes (Figure ld)cyclisation spontanée de I'haptene
bivalent avec les deux molécules bispécifique Ffdides aux deux antigénes stabilise le
radioligand a la surface de la cellule tumoralett&€Ceapproche a donné des résultats

impressionnants a la fois dans l'imagerie et damspplications thérapeutiques (135).
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Figure 11 : systeme d’amélioration de I'affinitéagrés Chang et a(135)

3. Le systeme « dock an lock »

Cette méme équipe a congu plus récemment, damgnae veine que leur « systeme
d’amélioration de l'affinité », une nouvelle techogie appelée la méthode « dock and lock »
(accoster et attacher) (Figure 12). Elle utiliseliddson naturelle entre les sous-unités de
régulation de l'adénosine monophosphate cycliguetéime kinase dépendante et les
domaines d'ancrage des protéines kinases d'angoage coupler quantitativement et
spécifiguement les sites des différentes sousanitédulaires biologiques dans diverses

applications médicales, y compris la radio-immugadipie préciblée (136).
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Figure 12 : Systeme Dock and Lock d’aprés Rosal €36). Les hélices impliquées dans
l'interactionde liaison entre la sous-unité de la protéine kenas(PKA : en bleu) et la zone
d’ancrage de la protéine kinase A d’ancrage (AKARSs jaune) permettent de fournir un
module de liaison préférentiel pour I'amarrage deid types d'entités, A et B, qui sont ensuite
verrouillées par des liaisons disulfures (montré fes anneaux entrelacés). Ces complexes

multivalents contiennent toujours deux copies @#ité A.

lls ont généré des complexes de liaison bispémBqtrivalents composés de trois
fragments Fab liés de facon stable, capables diistgbution sélective de radiotraceurs aux
xénogreffes de cancers humains. Cela permet undicaatién rapide et significative du
ciblage et de I'imagerie dans les cancers (13D4)1

L'impulsion pour le développement de la méthodmek and Lock » était sans doute
lite aux limites des technologies existantes paumpidoduction d’agents basés sur des
anticorps ayant des fonctions multiples ou desifipéés de liaison. Pour les agents générés
par génie recombinant, ces limites comprennenbig de fabrication élevé, les rendements
d’expression faible, l'instabilité dans le sérum,formation d'agrégats ou de sous-unités
dissociées, une composition de lot indéfini enaraigde la présence de formes de produits
multiples, la présence de produits de contaminasiecondaire, la réduction des activités
fonctionnelles ou de I'affinité / avidité de liaisattribuée a des facteurs stériqgues ou des
conformations altérées, etc. Pour les agents gergaeé diverses méthodes de réticulation
chimique, le colt de fabrication élevé et I'hétérugté du produit purifié sont deux
préoccupations majeures. Bien sdr, les protéinesfuden innovantes créées par les

technologies recombinantes peuvent étre intégréas des structures plus complexes pour
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obtenir des attributs supplémentaires, ce qui eatitedment souhaitable, mais pas
techniquement possible, dans la construction iddisfle d'ingénierie. A ce jour, ces objectifs
sont généralement atteints avec des succes diged&application judicieuse des chimies de
conjugaison. Des stratégies nouvelles qui sontdsaseér la liaison de I'enzyme au substrat
(138) ou d'un inhibiteur (139), ou l'interactiomaute affinité entre deux fragments de RNase
| humaine (140), (141), pour attacher deux ou plus fractions de fonctions distinctes dans
un assemblage covalent ou quasi-covalent ont pfioreées, mais ces méthodes sont lourdes
et peuvent donc limiter leur utilisation a grandedle (136).

E. Association de la RIT a d'autres thérapeutiques pauaméliorer

son efficacité

Les possibilités d'associations thérapeutiques svehimiothérapie et avec d'autres
anticorps monoclonaux a potentiel thérapeutique anssi un des grands axes de recherche
pour augmenter I'efficacité de la RIT (142).

1. Association de la RIT a la chimiothérapie

C’est ce qui a été mis en place par exemple dégsipe de Press et al. lls ont étudié
la possibilité de combiner un protocole de chimgoépie de type CHOP (cyclophosphamide,
vincristine, adriamycine, prednisone) au [-131 ttosiomab sur des patients atteints d’'un
LNH de type folliculaire et non encore traité. Pprécisément, ils ont traité les patients avec
six cycles de protocole CHOP suivi 4 a 8 semaites ard du protocole d’administration du
Bexxar® vu précédemment. D’autres équipes ont étludlilisation de la RIT en association
avec d’autres protocoles de chimiothérapie commeprédocole CVP (cyclophosphamide,
vincristine, prednisone) (143) ou simplement ticysles de fludarabine (144). Un autre type
d’approche combinait, lui, un anticorps puis unanibthérapie et enfin de la RIT : quatre
semaines de Rituximab seul, suivi de trois cyclesRituximab plus CHOP et enfin cinq
semaines plus tard du Zevalin® (145). Pour finire ulerniere équipe a exploré un protocole
composé de trois cycles de traitement Rituximals glIHOP suivi aprés rémission de la

moelle osseuse d’'un traitement par le Zevalin®eetiné par des injections 4 fois par
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semaine de Rituximab, une a deux semaines apF3 (446). Chacune de ces études montre
gue la RIT est bien tolérée apres la chimiothérdpieeffet, les différentes toxicités induites
par la RIT (hématologique ou non) sont modéréetesEtlémontrent aussi que la RIT
convertit beaucoup de rémission partielle en réigrissompléete (121), jouant ainsi un role

non négligeable dans la consolidation de thérapeet{147).

2. Utilisation de la RIT a dose myelloablative

by

Une autre approche possible consiste a utiliseRIlE a dose myélo-ablative en
conditionnement d'une greffe de cellules souchesab@poiétiques. En partant du constat que
de nombreux patients atteints de LNH et en recbntelus de 60 ans et qu’ils refusent alors
souvent une thérapeutique agressive a haute dase dtansplantation cellulaire, des études
ont été menées pour déterminer si la RIT ne poyazatétre utilisée dans ce cas la. En effet,
avec une activité plus ciblée sur les tumeursefiets secondaires pourraient étre moindre et
faciliter ainsi la transplantation chez ces patiehes patients ont donc regu des perfusions de
Tositumomab marqué avec 185 a 370 MBq a des firdodenétrie suivie, dix jours plus tard,
par des injections thérapeutiques de [131I] tositonab (de 12,1 a 42,7 Gbq) pour délivrer 25
a 27 Gy aux organes critiques normaux (foie, poumein) qui recoivent la plus forte dose
de rayonnement. La greffe est quant a elle réaéis@aon deux semaines apres le traitement.
Il est observé une réelle efficacité et sécuritéceeprotocole (148) . D’autres équipes ont
ajouté a ce protocole de transplantation une chirérapie (étoposide et cyclophosphamide)
(149). D’autres groupes ont publié des protocolesilares (seules les chimiothérapies
varient) avec des résultats tout aussi promettiéa0)( (151), (152). Dés lors, il est possible de
conclure que différentes études ont démontré qaedtents en rechute de LNH traités avec
de hautes doses de RIT et une transplantationlaieditsemblent étre définitivement guéris
(121).

3. Stratégie d’augmentation de la distribution de I'articorps

Une autre stratégie a I'étude pour améliorer iNétét de la RIT passe par
'augmentation de la distribution des anticorps aumeur. Différentes modalités ont en effet
éte étudiées pour modifier la distribution de lieotps, par exemple I'administration
conjointe d’interféron pour augmenter I'expressitenl’antigéne et augmenter ainsi le ciblage

des cellules. Les résultats de cette étude momteesaugmentation importante de la dose
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absorbée par la tumeur de l'ordre de vingt foisspyue lors d’une irradiation externe.
Néanmoins, la toxicité médullaire est augmentée)16L54). De nombreuses études ont
aussi recherché a modifier la vascularisation dewetirs grace a I'hyperthermie, les
radiations, ou des principes actifs pour augmelateuantité d’anticorps fixés sur la cible
(155). On trouve aussi des études portant sur faidiration conjointe du peptide Cha
humain, il permettrait d’augmenter sa fixationseh efficacité chez la souris nude, ceci en
augmentant la perméabilité des vaisseaux entolaanimeur aux macromolécules que sont
les anticorps. Cette étude montre que I'administnatonjointe des deux traitements permet
de multiplier par deux le temps de quadruplementdemeur Tq. La réponse tumorale aux
traitements est donc augmentée et sans effets daioesm supplémentaires (156). Enfin,
d’autres méthodes utilisent I'activité anti-angio@ggie de certains principes actifs avec la
RIT. Les agents anti-angiogéniques, qui ciblentmradement la prolifération des cellules
endothéliales, ont le potentiel de fournir une lion relativement non toxique et continue
de la croissance des tumeurs en bloquant la crmiesde nouveaux vaisseaux sanguins. lls
peuvent ainsi agir en synergie avec la RIT etugmeenter I'efficacité de 15 a 50 % ainsi que
'apoptose sans augmenter par ailleurs la toxagtéa thérapeutique (157), (158).

4. Stratéqgie de ciblage de différents antigénes dans méme protocole

Des études portent aussi sur la possibilité dercdans un méme protocole différents
antigénes a la surface des cellules de lymphongd.(Les autres antigenes qui peuvent étre
ciblés en plus du CD20 sont par exemple le CD19eetCD22 qui sont exprimés
exclusivement dans les lymphocytes B et pas damscddules progénitrices. En effet, la
plupart des autres antigenes possibles sont expionéd’autres cellules hématopoiétiques et
dans diverses lignées : CD37, HLA-DR, CD74, CD18&®45, ils ne peuvent donc pas étre
utilisés. Des études combinant par exemple unGRD#O nu et un anti-CD22 radiomarqué
ont montré la réelle efficacité de cette assoamatitalgré une forte toxicité hématologique.
L’efficacité était notable, d'ailleurs, que I'ar@ib20 soit injecté un jour avant ou six jours
apres l'anti-CD22 (159). Ces résultats sont explies par I'action synergique de I'anticorps
Nnu avec sa capacité cytotoxique propre et la RIhiqtiement, le début du traitement avec
l'anticorps anti-CD20 nu permettrait de réduiréfdted’« évier » des cellules B qui peuvent

potentiellement affecter I'absorption des anti-Cb&&ioisotopes par la tumeur, parce que les
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anticorps radiomarqués se fixent aussi des celBilesrmales. Parce que tous les anticorps se
lient aux cellules normales et malignes, la gracoiecentration de cellules B dans la rate (B
normales et malignes) agit comme un évier, en pitelaapetite quantité de radioisotopes a
partir du sang avant qu'il ait eu l'occasion deuter et de se localiser dans tous les sites

tumoraux (159).

5. Utilisation d’autres émetteurs de particules

En dehors de I'association a différentes stragegaur améliorer les performances de
la RIT, certaines équipes se sont penchées silishtion d’autres émetteurs (Tableau 4).
D’autres émetteurs de particules ont en effet &idiés, c’est le cas des émetteurs Alpha
comme le bismuth'? et le bismuttf*3qui sont élués respectivement de générateurs aiRadi
234 et & Actinium?® (160), (161). L'Astatine 211 produite par un cyobm & aussi été
développée pour la RIT (162); (98). Ces radiondegisont des émetteurs avec un TEL
(quantité d'énergie transférée par une particulesamte traversant la matiere) élevé par
rapport aux transmissiorf@ta. Un si haut taux de TEL engendre d'importamétefsur
’ADN, comme des ruptures de brins qui peuvent éiipés sur les cellules tumorales puisque
les rayonnements sont de courte portée. D’ou un intérét certaincdde RITa dans le
traitement de micrométastases ou de cellules tuascirculantes et non pas dans les cancers
trop volumineux (104). Les autres émetteurs possisbnt les émetteurs Auger qui ont été
démontrés comme trés actifs sur des modéles animeex des LNH humains disséminé
(163). Cependant, du fait de leur faible énergiegrand nombre de particules Auger doivent

étre administrées afin de tuer une cellule.

Energie Rayon max
may des particules
lzotope tw iRl Emission =1 (mmj)
e e ———————

tode -131 ('3 193 B 610 210
YHTum-20 (%) 64 p 2,280 12.0
Lutetium-177 (FLu) 161 B 485 1.5
Cuivre -87 {(7Cu) 62 B 577 1.8
Rhenium-186 (1B5Rap 01 =] 1,880 50
Bhenmm-188 ('®*Ray 17 B 2.120 11.0
Blsmuth-212 =28 1 i 8,780 0.c9
Bismuth-213 (*'38i) [ i 0t =8,000 =0.1
Astate -291 PAL 2 i 7450 .08

Tableau 4 : Les isotopes radioactifs utilisablesRafl avec leur demi-vie, leur type

58



d’émission, I'énergie produite et le rayonnemend garticules. d’apres Goldenberg
et Sharkey104)

6. Amélioration de la RIT par humanisation de I' anticorps

Les anticorps en eux-mémes étant sans doute gifierd’une partie de I'activité de la
RIT, 'humanisation des anticorps fait partie desdvations en mesure d’améliorer cette
thérapeutique (Figure 13). Le but ultime de I'humation d’'un anticorps est de produire des
régions variables proches des régions humainesgsenianticorps humanisé perde I'affinité
et la spécificité de I'anticorps murin. Pour atteim ce but, il faut transférer dans un cadre
humain « accepteur » des acides aminés des rédgi@R provenant de I'anticorps
monoclonal « donneur » d’origine murine. Ce conaepbse sur le fait que les six régions
CDR des régions variables des chaines lourdegetdg contiennent la majorité des acides
aminés constituant le site de liaison de I'antigéBe greffant les CDR provenant d’'un
anticorps monoclonal murin ('anticorps « donnedirdans des régions variables humaines
('anticorps « accepteur »), on attend que les CBD&ins puissent remplacer les CDR
humains sans affecter la structure du site deolage I'antigene formé par les CDR murins.
Cette humanisation limite ainsi la possibilité éeannaissance des anticorps par le systeme
immunitaire du patient. Pour le CD20, il a été mibdin certain nombre d’anticorps tel
'Ofatumumab dont nous avons déja parlé, qui at&sé& précliniquement et a montré une
activité importante avec une cytotoxicité due ampkEment forte (CDC) grace sa grande

capacité de fixation du C1q a la surface de laie([15).
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Figure 13 : Les différentes régions de I'anticorggisées lors du processus d’humanisation.
CDR : région déterminante complémentaire ; SDRsidé déterminant spécifique (acide
aminé des régions CDR critigue dans linteractiontigéne-anticorps) ; CDR abrégés :
portions des CDR contenant les résidus SDR . Dapemura et a{164)

Il est envisageable qu'il y ait a I'avenir des m®d'expression de protéines de
signalisation cellulaire qui seront prédictifs deréponse ou de la résistance a la thérapie par
RIT, peut-étre aussi pourront-ils nous donner uer@p de la combinaison d'agents qui
amélioreront la réponse ou nous permettront de aoten la résistance. Pour les lymphomes,
I'apoptose semble étre un chemin décisif pour |g gedlulaire et il est probable que la radio-
immunothérapie joue un réle dans la mort cellulpie apoptose grace a des mécanismes de

signalisation cellulaire(165).
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V. Apport du modele de LNH canin dans I'évaluation pré-

clinique de la RIT :

A. Les cancers du chien

Les cancers chez les chiens sont depuis quelguyestdevenus un enjeu majeur pour
la médecine vétérinaire. En effet, on estime quhian de plus de deux ans sur quatre mourra
du cancer et certaines races trés populaires sorgpsésentées en termes d’'incidence du
cancer et de la mortalité (166), (167). La prévededu cancer chez les chiens a augmenté au
cours des dernieres années. Cela peut étre di @augngentation de la population de chiens a
risque pour le développement du cancer, au rédliliae augmentation réelle de l'incidence
du cancer et / ou a la prise de conscience eérdhtdans la communauté des propriétaires
d’animaux de compagnie de poursuivre jusqu’au tesidiagnostics et les traitements. Une
autre explication possible est que les progres Basgin des animaux a permis aux chiens de
vivre plus longtemps grace a une meilleure nutritia la vaccination pour les maladies
infectieuses courantes, a la tenue en laissemiteht les déces par accident automobiles et a
la disponibilité de méthodes de diagnostic plushsijguées et des traitements pour de
nombreuses affections auparavant considérées catangereuses. Ainsi, la meilleure santé
générale des animaux de compagnie a entrainé ugraeatation de maladies liées au

vieillissement, y compris le cancer (168).

B. Les lymphomes Canins

Le lymphome du chien est trés commun chez lenchiiél a fait I'objet de nombreuses
études ces dernieres années parce qu’'il est unpldssfacilement curables (169). Des
hémopathies malignes du chien, les lymphomes sanplus fréquents, il représentent 83 %
des hémopathies et 7 a 24 % des tumeurs canindl. (Aux USA, lincidence des
lymphomes canins est de l'ordre de 13 a 24 cas {60r 000 chiens (171). En France,
l'incidence annuelle s’éléve a 6,95 cas pour 100 €liens (172). Chez les jeunes chiens, le
risque de développer un lymphome est faible (1&f6ur les chiens de moins d’un an) et

plus élevé pour les chiens plus agés (84/106 msucHiens de 10 a 11 ans) (173). Cependant,
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les chiens étant encore peu diagnostiqués etdraiés données sont sans doute a revoir a la
hausse. On observe par ailleurs une certaine pesii®on de certaines races. Ainsi le
Scottish Terrier, le Boxer, le Saint Bernard, leuBier des Flandres et le Rottweiler semblent
plus sujets aux lymphomes que d'autres races (1l )exe, quant a lui, ne semble pas
intervenir dans la prédisposition ; contrairemantygnphome humain ou les hommes sont les

plus atteins, chez le chien on retrouve autanadechez le male que chez la femelle(171).

1. Etiologies

Contrairement a 'homme ou les étiologies sonhbiennues comme les facteurs
génétiques, environnementaux ou infectieux, poardeiens on ne peut définir que des
facteurs de risques potentiels car aucune étudepun’aéfinir de véritables étiologies.
Néanmoins, les similitudes de répartition entre ligaphomes humains et canins sur le
territoire francais présagent une possible utitatiu chien comme indicateur de facteurs de
risque de LNH humains (173).

2. Clinigue

Les lymphomes peuvent étre classés selon leuralidations anatomiques: Le
lymphome multicentrique est la forme clinique lagpfréquente chez le chien, suivi par la
forme digestive, la forme cutanée, la forme médiakt et les formes des sites extra-
ganglionnaires (Tableau 5). Tout comme chez I'homiee localisations peuvent étre trés
variées et les signes observés sont dus au lympkb@ees conséquences. La classification
cliniue est la seule actuellement définie et sanghes lymphomes canins. Or, les signes
clinigues ne sont pas forcément trés spécifiquesudbut les évolutions cliniques peuvent
étre trés différentes, ce qui suggere l'adoptiorcdi&res supplémentaires pour différencier

les lymphomes (169).

3. Diagnostic
Le diagnostic des lymphomes canins repose sur armis nombre de critéeres

relativement bien codifiés actuellement. On tienthnpte des données de I'examen clinique,

de I'évaluation de I'état de I'animal, puis des graetres biologiques et de I'imagerie pour
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obtenir un bilan d’extension. Le diagnostic de ibgde repose sur I'examen cytologique et
histologique de la tumeur, on pourra recourir aoxreees immunologiques et de biologie

moléculaire pour approfondir le diagnostic.

LYMPHOMES FREQUENCES
RELATIVES
MULTICENTRIQUE 80a85%
DIGESTIF 7%
CUTANE Epithéliotrope T 34 8%
Non Epithéliotrope
MEDIASTINAL 5%
SITES EXTRA Oculaire
Nerveux

GANGLIONNAIRES

Intravasculaire

Rénal
Cardiaque <3%

Hépatosplénique

Vésical

Osseux

Tableau 5 : Les localisations des lymphomes cagiileurs fréquences d’aprés Magnol et al
a74)

4. Classification

Dés 1973, la recherche a démontré que les lymphaaeins pouvaient étre traités
par des protocoles de chimiothérapie de type CVixldphosphamide, vincristine,
prednisone) (175). D’autres études ont par la sndetré I'efficacité d’autres protocoles mais
il a aussi été montré des variations tres impoetae réponse a ces thérapeutiques (176),
(a77), (178), (179), (180), (181). La raison prpade est sans doute le fait que le lymphome
était alors traité comme une seule maladie. Hoosnnae les lymphomes humains, les
lymphomes canins se retrouvent sous diverses foanespondent donc differemment a un
méme traitement. Des lors, les objectifs de la eexdie furent de trouver les marqueurs
susceptibles d’identifier les différents lymphomesg, poser un diagnostic et d’établir un
pronostic (178), (176). Les premiers criteressés ont été le sexe, I'age, la masse corporelle

et la race des animaux; malheureusement il y apaii de lien avec les réponses
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thérapeutiques. Il a ensuite été question d’étudestades tumoraux et 'immunophénotype
pour voir son influence sur le pronostic ; malhegement aucun véritable lien n’a pu étre
établi. Chez I'nomme, différentes classificatiorss NH ont été établies avec différents
criteres morphologiques, immunophénotypiques etoty@imues et ce depuis un certain
nombre d’années (Tableau 6). Une des classificdti®plus récentes est appelée systeme de
classification REAL (Revised European American Lyroma) et est issue des connaissances
cumulées des classifications du NCI et de KiedeHait bien slr d’un intérét majeur d’obtenir
ce méme type de classification pour les lymphonagsns. Or, les différentes tentatives ont
montré une limite. Il est vraisemblable que lesd¢urs canines présentent beaucoup moins de
diversité histologique que chez ’lhomme. Néanmdiaglassification de Kiel semble étre le
systeme le plus approprié pour les lymphomes makmsns, car elle ne met que faiblement
l'accent sur l'architecture, qui est presque tagjaliffuse chez le chien, et elle a aussi permis
une plus grande subdivision des lymphomes de hadeg182), (171). L'OMS a aussi mis a
jour une classification des tumeurs hématopoiésiqdes animaux domestiques (183).
Toutefois, la valeur pronostique de cette classifim n'a pas été validée dans des études
cliniques. Par contre, les résultats rapportédepBrr Ponce et al dans un numéro de la Revue
vétérinaire (184) représente un développement itrgsortant dans la classification des
lymphomes canins. lls ont utilisé une mise a jourcthssement de Kiel (185) pour fournir
une classification cliniquement pertinente du lymple canin. En utilisant cette classification
morphologique dans 57 cas cliniques, ils étaienmnesure d'identifier des sous-ensembles de
lymphomes canins, qui étaient corrélées non seulel@eec la présentation clinique, mais
aussi avec la réponse au traitement et le prondSust précisément l'information dont les
vétérinaires ont besoin pour aider les propriésaagorendre des décisions sur le traitement
(169).
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Classification Date Commentaire
Lymphomes
Humain

Gall et Mallory 1942 Premiére ébauche, criteredidginctions des entités pg
précis (ex distingue pas LNH et Maladie de Hodgkin)

Rappaport 1966 Basée uniquement sur la morphologg#ulaire ef
histologique.
Reconnait une corrélation entre l'aspect clinique
histologique.

Luke et Collins (US) 1974 Basée sur les lignées cellulaires et les adibds
morphologiques liées aux transformations lymphadossa
Classée en fonction du type T ou B.

Kiel (EU) 1974 Inclut certaines leucémies tel gaie LC.
Construite selon I'idée que I'aspect cytologiquetpgrader
la malignité et donc I'évolution du lymphome.

Formulation international del982 Consensus de travail.

travail Division en trois grades de malignités différentffaible,

a usage clinique (NCI) intermédiaire, élevée).
Fondée sur I'architecture et la morphologie.

Kiel Actualisée 1988 Intégre les progrés génétigomesunocyto /
histochimiques.
Se base sur la morphologie et I'immunophénotypage.
Différencie haut et bas grade.

REAL 1994 Classe plus de 95% des Lymphomes.
Toutes les données : immunophénotypiques,
cytogénétiques, moléculaires et cliniques.
Abandon du « grade ».

OoMS 2001 et 2008 Méme principe que la REAL.
Nouveaux marqueurs apportent des compléments
diagnostiques et pronostiques.
Tient compte de I'age du patient.

Canin

Rappaport Essai :1994 Inadaptée : manque de valenostique et de précision|.
Lymphomes histiocytaires par exemple regroupe des
entités trés variées (171).

Formulation de travail a usagdssai :1997 Imprécisions et difficulté d'uniformi®dn des étude

Clinique (185), (182), (186).

Kiel Essai: 1994 Plus adaptée : car met peudacsur I'architecture.
Subdivision plus importante des lymphomes de hauts
grades (les plus fréquents chez les chiens) (1&D)(
On retrouve des équivalents homme-chien (185).

Kiel Actualisée Essai : 1997 Bonne corrélatiorretds criteres morphologiques et
'immunophénotype.
La plus appropriée des classifications humainesegada
subdivision selon les sous types et les immunogiypes.

OMS des animaux 2002 Non validée par des études cliniques.

domestiques

Tableau 6 : Historique des classification des lyomples humains et canins
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C. Traitements des lymphomes canins

Le lymphome est un des cancers hématologiquetugefgquent chez le chien. Au
cours des 30 dernieres années, la pratique dgeaines chiens souffrant d'un lymphome de
haut grade est passé d’'un protocole avec un seduipy a un protocole de chimiothérapie
combinée qui se poursuit indéfiniment, pour arrigefin a une version abrégée de ce dernier
(6 mois ou moins) (Annexe lll). Malheureusement,yiTeéavec de multiples stratégies, la
survie médiane globale avec un traitement agress#fest pas améliorée au-dela de 12 mois.
Actuellement, la plupart des protocoles thérapetqutilisés en cancérologie chez le chien
n’'ont pas été développés initialement pour cetpeas, ils dérivent plutdt des thérapeutiques
humaines (187).

* La Prednisone utilisée seule est un bon comproous @voir une efficacité relative et
un moindre colt. La myellosupression est absents gwtains effets secondaires
propres a la prednisone demeurent et une résistarlaechimiothérapie peut étre

observée si le propriétaire veut poursuivre avetraitement plus puissant (187).

* L’adriamycine utilisée seule est une autre optidficace pour la gestion des
lymphomes. C’est un produit relativement peu cofitetuglobalement bien toléré par
la plupart des chiens. Le protocole est court kttivement simple et une étude ne
signale aucune différence dans la durée médiané@rdession ou de survie globale
chez les chiens traités avec la doxorubicine enath@napie par rapport aux chiens
traités avec une chimiothérapie a base de doxdngbien association (188).
Néanmoins, comme toute chimiothérapie, cette sgfiatéprésente des effets

secondaires tel que la myellosupression et delgesdroubles gastro-intestinaux.

* Une des associations possibles se compose de ladtiomm et de la Prednisone. Elle
peut de par sa toxicité engendrer de profondesropries et une potentielle
hépatotoxicité. A ce jour, peu de solutions ont &wuvées pour limiter cette
hépatotoxicité. Pourtant trés efficace, cette théutique nécessite une grande
prudence dans son utilisation. Elle n’est cepengdaatconseillée en premiére ligne de
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traitement. On conseillera plutdt d’utiliser larhastine en association a la Prednisone
et a la L-asparaginase comme une option de selmrard’une rechute (189).

Une autre association possible qui a été tresédldans le passé est le protocole CVP
(cyclophosphamide, vincristine, prednisone). leadntage d’inclure relativement peu
de médicaments et est peu onéreux. Par contread#agsociation, il cumule les
possibilités d’effets secondaires des trois droge#es que la cystite hémorragique
due au cyclophosphamide ou lirritation périvasoelaprés extravasation due a la
vincristine. Enfin, on trouve d’autres inconvénimgls que la longueur du protocole
(cf . annexes) et le fait que certains articlest fétat de plus courtes périodes de

contr6le de la maladie et de survie globale (176).

Enfin, le protocole le plus utilisé en médecineéviéaire est le protocole CHOP
(cyclophosphamide, vincristine, adriamycine et piedne). Il est le plus fréquent car
le plus efficace, on obtient en effet un controleyen de la maladie de 9 mois et une
survie médiane de 13 mois. Dans ce protocole-csiana cumule les effets
secondaires des différents principes actifs : lstitey hémorragique limitable par le
furosémide, la myellosupression et la toxicité gasitestinale et des toxicités
perivasculaires dues a I'extravasation. Ce quertsplus discuté dans cette stratégie
thérapeutique est la durée de traitement. On redroes protocoles allant de 12 a 25
semaines et d’autres qui se prolongent sur desssllsgpérieures a 78 semaines et
avec les mémes résultats (190), (191), (192). Géaréent, ce sont les protocoles
brefs qui sont recommandés principalement pour @gsons de logistique et
financieres pour le propriétaire et de qualité @epour I'animal. En effet, pour suivre
des protocoles de chimiothérapie, il faut fairendenbreuses et régulieres visites chez
le vétérinaire. Le faible nombre de centres de othérapie existant en France
engendre en plus une possible hospitalisation aeinfial et donc une nécessaire
mobilité du propriétaire. Enfin, le colt importadti traitement et des examens
complémentaires (numération formule sanguine, émgdmgraphie...) n'est pas
négligeable. Par exemple, il faut compter pour totqeole COPLA, 370 euros pour

l'induction et 360 de plus pour deux mois de maiatee.

Notons également qu’un certain nombre d’adjuvamésapeutiques sont évalués pour

le traitement des lymphomes chez le chien. En déstradiothérapies adjuvantes sont
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a I'étude ainsi que les greffes de moelle osselsssradiothérapies n’ont pas montré
de résultats probants (193) ; par contre les ggeffeg montrées une durée de survie

médiane de 139 semaines (194).

Afin de pouvoir effectuer un pronostic, les vétéires et chercheurs ont recherché une
concordance entre des facteurs pronostics et lesiltaés de la thérapeutique.
Malheureusement, parmi les différents facteurs gsbos étudiés pour les lymphomes canins,
beaucoup sont controversés et donc peu fiabla#treAd’exemple, les principaux facteurs
étudiés sont : I'age et le sexe, la durée de lanjgme rémission (DR) et la durée de survie
globale (DS), qui serait meilleure pour les chidast a 8 ans (173) et les femelles auraient un
meilleur pronostic que les males (195). Les grddst®logiques seraient aussi intéressants, la
DR et DS seraient plus courtes pour les grade€e&lavais le taux de réponse serait plus
grand (selon la classification de Kiel) (171). Uade clinique faible serait aussi de meilleur
pronostic (171). Les marqueurs d’activité cellidaii-67 et AQNORS pourraient eux aussi
présager de la DR (196), (197). Enfin, une hypegrale et une corticothérapie avant le
traitement induirait une DR plus courte (182), (198

D. Intérét du modele préclinique canin

1. Les modéles classigues : les modeles murins

Les modéles animaux sont utilisés pour le dévedommt de nouvelles technologies et
les modéles les plus couramment utilisés sont kedéhes murins. lls permettent en effet de
démontrer l'efficacité de ces nouvelles approct&s) évaluer la toxicité associée et de les
comparer aux traitements de référence. Cependansoluris qui sont fréquemment utilisées a
cet effet en raison de leur taille permettant dediller sur des cohortes, ne peuvent pas nous
apporter de conclusions satisfaisantes. Les modalesns de cancer ont en effet été
extrémement utiles pour l'analyse de la biologis deies impliquées dans l'initiation du
cancer, la promotion et la progression de ce defmi&bleau 7). Cependant, ils n‘ont souvent
pas pu répondre correctement aux attentes deshetgscdans certaines des caractéristiques
qui définissent le cancer chez les humains. Allisstabilité génomique, les longues périodes

de latence et I'hétérogénéité des cellules tummmtiele leur microenvironnement n’ont pas
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pu étre convenablement recréées avec ces modéles.irRportante encore, la biologie

complexe de récidive du cancer et des métastasese ntégrante des résultats chez des
patients humains, n’est pas correctement repreddians les modéles de souris
immunodéprimées greffées par des lymphomes hunudilises classiquement. Les modéles
de tumeurs syngéniques ou induites chez la soerisgitent en partie de contourner ces

limites, mais ne sont pas disponibles pour les lyompes.

Modéle de tumeur

Tumeur humaine greffée Chez les souris nude

Tumeur spontanée Chez des souris mutées ou
transgéniques

Tumeur induite chimiquemenPas disponible pour les

ou physiquement lymphomes
Tumeur syngénique (issue dé>as disponible pour les
la méme espéce) lymphomes

Tableau 7 : Les différents modeles de tumeursables dans la recherche contre le cancer.

2. Alternative d'un grand intérét : Le modele canin

Il existe en revanche une alternative possibles des lymphomes du chien et du chat
qui eux présentent un grand intérét. De nouveaoxopoles cliniques peuvent assurément
étre mis en place, grace aux tumeurs spontanéeshidm qui présentent une diversité
histopathologique et génétique comparable aux twnleumaines (168), (199). En effet, les
critéres histologiques de classification utiliséscéinique humaine sont aussi pertinents pour
le lymphome canin et permettent de définir dansecespéce des sous-types tumoraux
correspondants (200). Par exemple, les lymphomaiffiss a grandes cellules chez 'homme
ont un pendant chez le chien nommé lymphome immastiue et centroblastique B canin.
Les marqueurs immunohistochimiques utilisés chezhiemmes sont eux aussi pertinents
pour la classification des tumeurs canines. La mépoau traitement et les situations de
récidive sont également comparables (187). L'opmstéaussi vrai, des médicaments qui ne
sont pas efficaces chez le chien ne le sont paploschez 'homme (201).

Cette forme d’étude du cancer et la thérapie thehien atteint de cancer n'est pas un

concept nouveau. En effet, cela fait 30 a 40 anmges des chercheurs I'utilisent. Cette
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approche a apporté des contributions importantda aompréhension et la pratique de
'oncologie humaine dans des domaines aussi vagése la radiobiologie (202),
I'hyperthermie (203), la biologie des tumeurs et'slemunologie fondamentale (204), (205),
(206) et les thérapies systémiques pour les cangaampris le lymphome, I'ostéosarcome,
le mélanome, et d'autres (205), (207), (199), (2@®s études chez le porteur sont trés
intéressantes puisqu’elles permettent de travailer des cancers d’origine naturelle
contrairement & ceux qu’on implante chez la so@iss tumeurs naturelles se développent
dans un contexte immunitaire normal et intact dutaeur est de la méme origine que I'hote
et le microenvironement, alors que dans les modelems, ce sont des lymphomes humains
gu’'on implante. Par conséquent, les facteurs dluencent la croissance de la tumeur chez
'animal sont les mémes que chez 'homme (enviromerd, age, sexe, poids, nutrition, statut
de reproduction) (209), (210). De méme, grace te agigine naturelle et par le fait de sa
diversité des cancers tres comparable a 'lhommegean observer et donc étudier dans ce
modéle canin des résistances au traitement, desreéces et des métastases tout comme

chez les patients humains (166), (199).

La similitude entre 'homme et le chien se retmuaussi au niveau des geénes
impliqués dans la cancérisation. Des études omffeh montré une homologie significative
entre le chien et 'homme pour les génes reconamsne associés au cancer comme MET,
IGF1R, mTOR, et KIT (211). De méme, les anomalig@énétiques qui définissent les
cancers humains, c'est a dire les translocationgABcdans la leucémie myéloide chronique
et la délétion RB1 dans la leucémie lymphoide ciguon ont été trouvés dans des cancers

canins comparables (212).

Dans le cas du lymphome, I'expression du CD20gestsiment semblable entre le
chien et 'lhomme. Les séquences d'acides amin€2D#i0 canin ont 73% de similitude avec
la séquence du CD20 humain contre 68% avec cella sleuris (Tableau 8). Le CD20 canin
contient des domaines de séquences d'acides antaoédgrenant deux domaines
extracellulaires (EM), quatre domaines transmendiras (TM), et trois domaines
intracellulaires (IC) comme dans le CD20 humainfitgn’ARNmM du CD20 canin a été
détecté dans les PBMC et les ganglions lymphatigeeshiens sains, et dans des cellules B
de lymphomes canins, mais pas dans les celluldégtghome a cellules T et les cellules de

lymphome non-T et non a cellules B par analyse RRPGrace a ces résultats, il est possible
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de dire que le CD20 canin pourrait étre ciblé dauhérapie d'anticorps monoclonaux contre

le lymphome a cellules B de chiens (33), (213).

CD20 Humain Canin Murin
Séquences acides aminés 73 % |7 % de
similitude similitude

Deux domaines extracellulaires (EM), quaSé&ructures Structures
domaines transmembranaires (TM), et tralentiques identiques

domaines intracellulaires (IC)

Expression limitée aux cellules B oui oui

Fonction de canal calcique oui

Tableau 8 : Comparaison des CD20 murin et canircd@eCD20 humain

La forte incidence du lymphome chez le chien pérdiavoir acces a un nombre
important de modeles dans les CHUV (centre hospitahiversitaire vétérinaire) et dans la
clientéle privée. La clientéle privée est en effmivent motivée pour participer a 'avancée de
la lutte contre le cancer humain et canin et peraimeti un fort recrutement nécessaire aux

études.
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VI. CONCLUSION

Le traitement des lymphomes B non Hodgkiniens (LN#4} actuellement fondé,
comme nous l'avons vu, sur [l'utilisation d’anticerpmonoclonaux (Mab) tels que le
Rituximab ciblant le CD20 a la surface des celludascéreuses. Le CD20 est exprimé dans
les cellules pré-B, cette expression est maintedueant le développement de ces
lymphocytes B mais elle disparait de ceux circutiants le plasma. Cette cible est d'un grand
intérét pour la recherche de thérapeutiques, taest surexprimée a la surface de la majorité
des lymphomes de type B. La grande boucle semliteio les épitopes reconnus par une
grande partie des anticorps anti-CD20 produitsylasgujourd’hui et a la surface des cellules,
le CD20 a été décrit comme étant sous forme d’umdimultimére, probablement un
tétramere complexe. La fonction du CD20 a été lemgis débattue, nous savons désormais
gue son role principal est d’amplifier le signalocogue transmis par le BCR pendant la phase
de reconnaissance de l'antigéne par les cellulesyple B. Son niveau d’expression est
particulierement important et homogéne dans tolgsstumeurs malignes des cellules B
excepté dans les leucémies lymphoides chroniquesmiaux d’expression est plus variable.
L'intérét pour la cible CD20 allant grandissant, grand nombre d’anticorps ont été

développés.

Les lymphomes non Hodgkinien (LNH) se situentiaieme rang des cancers les plus
fréquents en France et au neuviéme rang en termedalité environ. On distingue, au sein
des LNH, différentes formes. Elles se différenciemnatomopathologiquement,
phénotypiquement et ont en plus certaines partitééa On distingue aussi des groupes
comprenant les formes « agressives » et les fomneglolentes », caractérisées par des
comportements cliniques et des modes évolutiferdiffts qui guident ensuite I'approche
thérapeutique. Quel que soit leur stade au momentdidgnostic, plusieurs options

thérapeutiques existent; elles reposent sur lamiothérapie, l'immunothérapie, la
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radiothérapie ou la greffe de cellules souches bepo#tiques. Le traitement de référence et
de premiére intention est une immunochimiothéraldialgré les améliorations de la survie

globale (OS) par I'ajout systématique dans leemaéint du Rituximab, un tiers des patients a
une maladie qui est soit réfractaire a la thérapitale soit en rechute aprés un traitement

standard.

La RIT semble dés lors une possible alternativesda traitement du LNH. Cette
méthode de radiothérapie qui consiste a irradiey petites tumeurs disséminées dans
'organisme aprés injection intraveineuse d’un @mps porteur d’une forte radioactivité et
qui a la propriété de se fixer sélectivement ssrdellules tumorales semble en effet tres
prometteuse. L'activité anti-tumorale est due pgpatement a la radioactivité, transportée par
I'anticorps, qui est émise de maniére continue mpaigiécroit de maniére exponentielle avec
une dose de dépbt hétérogene. Par ailleurs, bapsicétant lui méme actif seul, il peut
vraisemblablement contribuer a la destruction talegrgrace a sa capacité a reconnaitre les
cellules cancéreuses exprimant a leur surface 120CB activer le complément (CDC) et la
cytotoxicité a médiation cellulaire (ADCC) et / @induire un arrét de croissance ou a
induire une apoptose. Cette thérapeutique estlBrnent utilisée en une étape avec de nets
résultats méme sur des lymphomes en rechute. Dbereoses études recherchent a améliorer
son efficacité en l'utilisant differemment. La Riféciblée (PRIT) a le potentiel de réduire de
maniére significative la toxicité tout en augmemntaon efficacité, ceci en dissociant
I'anticorps de la livraison du rayonnement. La RELt étre aussi associée a la chimiothérapie
et utilisée a dose myélo-ablative en conditionnem&ane greffe de cellules souches
hématopoiétiques. D'autres stratégies a I'étude améliorer I'activité de la RIT passent par
'augmentation de la distribution des anticorpsaumeur, I'utilisation d'autres émetteurs de
particules et 'humanisation des anticorps. Afiopdimiser I'efficacité de cette thérapeutique,
un certain nombre d’axes de recherche restentdieétiPour réaliser ces projets, les modéles
pré-cliniques sont indispensables. lls permettenteffet de démontrer I'efficacité de ces
nouvelles approches, d’en évaluer la toxicité d@ésoet de les comparer aux traitements de
référence. Cependant, les rongeurs qui sont fréquehutilisés a cet effet en raison de leur
taille permettant de travailler sur des cohortespauvent pas nous apporter de conclusions

satisfaisantes.

Les nombreux succés dans ce domaine démontretér€indu modele canin et de la
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thérapeutique humaine utilisée chez le chien. Deveaux protocoles cliniques peuvent
assurément étre mis en place, grace aux tumeordasges du chien qui présentent une
diversité histopathologique et génétique comparaiie tumeurs humaines. En effet, les
criteres histologiques de classification utiliséscénique humaine sont aussi pertinents pour
le lymphome canin et permettent de définir dandecespéce des sous-types tumoraux
correspondants. Les marqueurs immunohistochimiqiiéisés chez les hommes sont eux
aussi pertinents pour la classification des tumearsnes. La réponse au traitement et les
situations de récidives sont également comparaklesmodeéle est trés intéressant pour la
recherche dans la thérapeutique humaine mais daissila thérapeutique canine. Les cancers
chez les chiens sont en effet devenus un enjeuumpjeur la médecine vétérinaire et le
lymphome du chien a fait 'objet de nombreuses é&uzks dernieres années parce qu'il est un
des plus facilement curables. Au cours des 30 éiesiannées, la pratique de soin pour les
chiens souffrant d'un lymphome de haut grade estépd’un protocole avec un seul produit, a
un protocole de chimiothérapie combinée qui se faauindéfiniment, pour arriver enfin a
une version abrégée de ce dernier (6 mois ou moMa)heureusement, méme avec de
multiples stratégies, la survie médiane globalecaue traitement agressif ne s'est pas
ameéliorée au-dela de 12 mois. Les lymphomes humkisdymphomes canins se retrouvent
sous diverses formes et répondent donc difféeremaent méme traitement. La classification
de Kiel semble étre le systéme de classificatioplus approprié pour les lymphomes malins
canins et elle permet d'établir des corrélationsme-chien.

L’intérét du modéle canin et de la thérapeutiquenaine utilisée chez le chien est
donc indéniable. C’est dans cette optique qued@pdans lequel j'ai été impliqué a été mis
en place. Il s'agissait d’établir des protocolesRi€ des lymphomes B chez le chien ciblant
le CD20 afin de trouver des réponses pour la tleértague humaine. Tout d’abord, il faudra
valider la correspondance entre les sous-typegrdphomes B canins et humains. Elle sera
mise en évidence en comparant les criteres histpleg, immunohistologiques et
transcriptomiques et potentiellement génétiquedlafmoration avec équipe « génétique du
chien », UMR 6061, Rennes, Dr Catherine ANDRE).fdudra ensuite produire les
immunogénes sous forme de peptides (CD20) et isleleranticorps (partie sous traitée). Ces
anticorps seront ensuite caractérisés, c’est-aglireé faudra mesurer leur affinité sur des
lignées de cellules canines exprimant [I'antigene \elider ces anticorps en

immunohistochimie et en imagerie SPECT. Il s’agiar la suite de constituer les essais
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thérapeutiques. Le diagnostic sera tout d’abore pibdaudra pour cela procéder a I'analyse
transcriptomique et histologique des lymphomes rsarét définir un sous-type tumoral
représentatif des LNH humains. Puis les essaisaeh que tels pourront débuter ; ils
consistent en une radio-immunothérapie ciblant €Ba@ CD22 aprés une chimiothérapie
d'induction courte (Prednisone + une simple dosé-éesparaginase). Ces données devront
étre comparées avec un autre groupe ayant subitiniyprotocole de chimiothérapie COPLA
complet. La valeur de RIT effectuée a la suite @'undluction de chimiothérapie courte est en

effet un enjeu crucial chez les humains.

L’évaluation de la réponse tumorale au traitensema réalisée a I'aide de techniques
comme I'échographie, I'hnématologie et la biochim@n pourra aussi suivre la réponse
tumorale par TEP-FDG (tomographie par émission desitipn alliée au 18-
Fluorodesoxyglucose) comparée a I'immuno-TEP idd'au Mab anti CD20 couplé a des

émetteurs de positons produits au cyclotron ARR®&NA4Cu, 68Ga.

Deés lors, l'intérét de la RIT sera évalué dangdasolidation de la chimiothérapie
grace a des essais cliniques de phase | et Il lehehien. Tous ces essais permettront de
valider le modéle de chien comme un modeéle préeglan pertinent pour ’lhomme que ce soit
le diagnostic, la thérapie, ou le suivi du traitemées essais pré-cliniques pourront enfin étre
étendus a I'évaluation d'autres approches thérapeag et / ou concerner d’autres types
tumoraux. Les protocoles les plus prometteurs perome une avancée chez ’lhomme tout en

progressant dans la prise en charge des cancerédatine vétérinaire.
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ANNEXE | : Les localisations ganglionnaires

MEDIASTINAL

PARATRACHEAL
MEDIASTINAL
HILAR
RETROCRURAL

CERVICAL

PRE-AURICULAR

UPPER CERVICAL
MEDIAN OR LOWER CERVICAL

POSTERIOR CERVICAL

PARA AORTIC
PARA AORTIC

COMMON ILIAC
EXTERNAL ILIAC

SUPRACLAVICULAR

AXILLARY

AXILLARY

MESENTERIC

CELIAC

1 SPLENIC (HEPATIC) HILAR

PORTAL

MESENTERIC

INGUINAL
INGUINAL

FEMGRAL

[ OTHERS : EPITROCHLEAR, POPLITEAL
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ANNEXE Il : Les principales formes de lymphomes B

lymphocytique

Petits lymphocytes

CD19+, CD20+, CD5+
CD23+, SigM+

Analogues ala LLC B

lymphoplasmocytaire
zone marginale

Infiltrat diffus de petits
lymphocytes, cellules

lymphoplasmocytaires
plasmocytes

CD19+, CD20+, CD5-,
CD38+, clgM+

Maladie de Waldenstrom IgM
monoclonale

du manteau Atteinte diffuse + CD19+, CD20+, CD5+, t (11 ;14)
nodulaire : cellulesa | CD23-, CD10-, CD43+| Hyperexpression Cycline D1
noyau +/- clivé S IgM + SigD+ Polypose digestive
lymphomateuse
folliculaire Petites cellules clivés | CD19+, CD20+, CD5-,| t ( 14 ;18), lg/Bcl2

en follicules

CD23+/-, CD10+,
Bcl2+

diffus a grande

Prolifération diffuse de

CD19+, CD20+,

cellules grandes cellules parfois CD5+/-,
clivées ou anaplasiquesSig+/-
de Burkitt Prolifération diffuse de| CD19+, CD20+, t(8; 14)
cellules basophiles au | CD10+, t(2;8)
noyau plurinucléolé CD5-, CD23- ,SigM+ [ t(8;22)
avec implication de C-myc
EBV + ou -
du MALT Chorion infiltré par les | CD19+, CD20+, CD5-,| Helicobacter pylori. estomac

C. lymphoides, lésion
lymphoépithéliale,
hyperplasie folliculaire

CD23-, SigM+

D'aprés « Hématologie et Transfusion » J.-P. l&y. Varet

t(11;18)

96




ANNEXE Il :Protocoles de chimiothérapie chez le cien (187)

(1

Protocol

able 1. Chemotherapy Protocols

Drug Dosage

2 mg/kg/d % 14 d, then 1.5 mgtkg/d X

14 d, then 1 mg/kg/d % 14 d, then | mg/kg
every other day indefinitely

30 mg/m> IV every 21 days X § trearments.
Dogs weighing =13 kg should be dosed at
I mygfkg,

Follow-up

Single-agent prednisone 1- to 2-month median disease control

~7-month median disease control.
Median survival of 9 months.

Single agent doxorubicin?

ccNy? 70 mg/m® PO every 21 d X 5 treatments ~3-month median survival, including
dogs treated with rescue therapies.
Prednisone 2 mg/kg/d % 7 d, dose tapered over the Median duration of response: ~1 month

next 3 wk

COP (mnduction)® Median survival not provided. Median

duration of response: ~3 months

6 weekly cycles of the following:

Vincristine day 1: 0.7 mg/m* [V
Cyclophosphamide days 4-7: 50 mg/m* PO
Prednisone days 1-7: 20 mg/m® PO every 12 h
COP (maintenance}'é Repeated weekly until relapse:
Methotrexate days 1 and 5: 5 mg/m? PO
Cyclophosphamide day 3: 100 mg/m? PO

Prednisone days 1, 3, 5, 7: 20 mg/m* PO

\Abbreviations: CCNU, cyclohexylchloroethylnitrosourea; COP, cyclophosphamide, Oncovin, and prednisone; [V, intravenously; PO, orally.

e

Table 2. University of Wisconsin-Madison CHOP protocolt®

5: No drugs
6: Vineristine
7: Cyclophosphamide
8: Vincristine
9: Doxorubicin
11: Vincristine
13: Cyelophosphamide
15: Vincristine
17: Doxorubicin
19: Vincristine
21: Cyclophosphamide
23: Vincristine
25: Doxorubicin

Week and Drug Dose Follow-up
1: Vineristine 0.7 mg/m* IV 2 mg/kg/d Median survival: ~13 months
Prednisone Median disease control: ~9 months
2: Cyclophosphamide 250 mg/m™ IV or PO
Prednisonc 1.5 mg/kg/d
3: Vincristine 0.7 mg/m? IV
Prednisone I mg/kg/d
4: Doxorubicin 30 mg/m” IV (if =< 15 kg: 1 mg/kg)
Prednisone 0.5 mg/kg/d

0.7 mg/m* IV

250 mg/m? IV or PO

0.7 mg/m* IV

30 mg/m2 IV (if = 15 kg: 1 mg/kg)
0.7 mg/m* IV

250 mg/m? IV or PO

0.7 mg/m? IV

30 mg/m? IV (if = 15 kg: 1 mg/kg)
0.7 mg/m* IV

250 mg/m? IV or PO

0.7 mg/m* IV

30 mg/m> IV (if = 15 kg: 1 mg/kg)

‘nously; PO, orally.

Abbreviations: CHOP, eyclophasphamide, hydroxyvl-daunorubicin (doxorubicin; Adriamycin), Oncovin (vincristing), and prednisone; [V, intrave-

_/
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ANNEXE |V : Le code des acides aminés a une et t®lettres

Hom complet dé I'acide aning Code dume letire Codda arois ldhes
Afaning A Ala
Arginine R Al
Asparaging N fsn
Agpartate oy acide aspartioue D Asp
Cystéing =] Cys
Glutamate ou sclde guamigue E (=1
Gilutarmine Q Gin
Glycing a Gty
Histidirs H His
lsslRucing | e
Leicing L Lau
Lysfie K Lys
Méthionine M Mat
Phérylalaning F Fhe
Proline F Fro
Sérne s Ser
Thréonine T Thr
Tryptophane w Tp
Tyrosing T Tyt
Waline v al

Les codes des 20 acides aminés d’aprésv.ponroy.com
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