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M/S inaugure ici une série d’articles consacrés aux
stratégies scientifiques de sociétés de biotechnologie.
Nous tenons a remercier les entreprises se prétant a
cet exercice difficile et tout particulierement leurs
directeurs scientifiques. S’agissant d’entreprises com-
merciales, et de paris sur I"avenir, il sera aisé a nos
lecteurs de comprendre que ces articles ne peuvent
étre écrits avec le recul critique habituellement de
mise pour tout auteur scientifique. Ils seront lus dans
ce contexte. M/S assume le concept de conflit d’intérét
en ce qu'il peut conduire a une présentation excessi-
vement affirmative, positive et univoque des éléments
rationnels sur lesquels s’appuie la démarche de I’en-
treprise. Comme pour tout article que nous publions,
nos colonnes sont ouvertes aux lecteurs souhaitant
publier une « Répartie » scientifiquement argumentée
aux propos tenus ci-apres.
Hervé Chneiweiss
Rédacteur en chef (France)

> Depuis maintenant plus d’un siécle, les vaccins
font partie de I’arsenal thérapeutique servant
a combattre et maitriser un grand nombre d’in-
fections. A la faveur des progrés biotechnolo-
giques et d’une meilleure connaissance de la
physiopathologie associée a certaines affections
chroniques, I’innocuité, I'immunogénicité et
I’efficacité des préparations vaccinales ont été
améliorées (épitopes antigéniques mieux ciblés,
adjuvants non toxiques...). Malgré ces efforts,
I"approche vaccinale thérapeutique convention-
nelle reste inefficace dans certains cas comme
le Sida ou les cancers. Pour expliquer ces échecs
thérapeutiques, nous avons postulé que I’échap-
pement immunitaire des cellules malades, infec-
tées par un virus ou tumorales, pouvait étre lié
a des dysfonctionnements cytokiniques pouvant
contribuer a une paralysie immunitaire. <
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siecle dans le traite-
ment ou la prévention de maladies infectieuses. Leur
mécanisme d’action est physiologique et consiste a
initier et développer une réaction immunitaire contre
toute substance ou structure porteuse d’un antigene
(virus, bactérie, cellule tumorale), considérée comme
non-soi par I’organisme de maniére a promouvoir un état
immun, une mémoire immunitaire, vis-a-vis de I'antigéne
étranger. La réaction immunitaire induite par ces vaccins
conventionnels comprend une production d’anticorps
neutralisant I’agresseur antigénique circulant et une
réponse cellulaire effectrice, avec la différenciation de
cellules cytotoxiques capables de détruire les cellules
malades porteuses de I"antigene étranger. U'extension a
des fins thérapeutiques de I’approche vaccinale utilisée
ces derniéres années dans le Sida (antigénes du VIH)
[1-3] et dans certains cancers (antigénes tumoraux
associés TAA, ou spécifiques de tumeurs TSA, des cellules
cancéreuses) nest pas apparue, a ce jour, efficace [4].
Aussi le vaccin quadrivalent dirigé contre le HPV (human
papillomavirus), validé cliniqguement et efficace, est
aujourd’hui prescrit a titre préventif chez les personnes
non infectées par I'agent viral causal de la maladie
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[38], mais nest pas indiqué en 'état pour usage thérapeutique chez les
patientes qui souffrent de métaplasies ou de dysplasies du col utérin
induites par le virus (Figure 1) [5].

Les dysfonctionnements cytokiniques :
éléments pathogenes
de maladies chroniques sévéres

Les cytokines sont des
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maux présents a la surface des cellules pathologiques et induit préférentiellement une réponse cellulaire tueuse
contre ces cellules. Cette réponse immunitaire (RI) peut étre supprimée par des facteurs du microenvironnement.
Les vaccins kinoides en induisant des anticorps visent a neutraliser les cytokines ectopiques immunosuppressives
(IS) et/ou angiogéniques, délétéres du microenvironnement stromal des tissus pathologiques et peuvent ainsi
permettre au vaccin conventionnel ou aux défenses naturelles d’exercer leur effet anti-tumoral. B et C. Effets
pathogénes induits par les protéines pathogenes du microenvironnement des tissus pathologiques. B. Combat
déséquilibré entre le virus VIH-1 et le systéme immunitaire de [’héte : les cellules infectées par le VIH relachent la
protéine Tat, laquelle stimule les cellules immunitaires (CPA et T) qui produisent des cytokines a effet immuno-
suppressif (IFN-a., IL-10, TGF-P) inhibant la réponse immunitaire antivirale. C. Induction d’immunosuppression
et de néoangiogenése intratumorales. Les cellules cancéreuses ou stromales de tumeurs reldchent des facteurs

immunosuppresseurs : protéines virales (€7), ou cellulaires (TGF—[3, IL-10) et angiogéniques (VEGF).
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suppresseur par les CPA
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[10], mais aussi la prolifération des cellules endothéliales qui sous
tend I’angiogenése tumorale [11] (Figure 1C). Dans d’autres types de
tumeurs, les cellules malignes sécretent directement des cytokines a
action immunosuppressive, susceptibles de paralyser localement les
réactions immunitaires, ou ayant d’autres effets pathogenes, tels que
le VEGF (vascular endothelial growth factor) excrété par de nombreu-
ses cellules cancéreuses, qui induit la néoangiogenése tumorale [12].
Le dysfonctionnement cytokinique au sein des tissus pathologiques
s’observe également dans d’autres pathologies; c’est le cas de la
polyarthrite rhumatoide caractérisée cliniquement par I'inflammation
des articulations et biologiquement par une surproduction de cytoki-
nes pro-inflammatoires (TNFa, IL-1, IFN-y) [13].

La vaccination kinoide, nouvelle arme thérapeutique
contre les dysfonctionnements cytokiniques

Introduits dés 1991 par le groupe de recherche d’immuno-physiologie
cellulaire de I"Université Pierre et Marie Curie (UPMC, Paris VI, France),
les vaccins kinoides visent a produire des anticorps de haute affinité
dirigés contre les cytokines ectopiques anormalement présentes dans
le stroma des tissus pathologiques pour en inhiber les effets pathoge-
nes et permettre aux cellules immunitaires, activées spontanément ou
aprés vaccination conventionnelle, d’exercer leur fonction effectrice
tueuse vis-a-vis des cellules pathologiques (Figure 1). De tels vac-
cins sont constitués de dérivés de ces cytokines, biologiquement non
toxiques, mais immunogénes [14]. La société Neovacs (Encadré 2) a
engagé depuis 1993 un programme de développement industriel de ces
vaccins.

@

La société Neovacs

La société Neovacs créée en 1993 comme une spin-off
de I'Université Pierre et Marie Curie, est spécialisée
dans le développement de vaccins thérapeutiques et
détient un large portefeuille de brevets industriels
relatif a ces vaccins. Cette biotech est en particulier
reconnue comme pionniere dans le développement des
vaccins Kinoides. Ces derniers visent a inhiber les effets
pathogenes de cytokines anormalement présentes dans
le microenvironnement stromal des tissus patholo-
giques de maladies chroniques, virales, cancéreuses
ou auto-immunes. Une fois validée, cette seconde
génération d’immunothérapie spécifique anticytokine,
peu contraignante, pourra représenter une alternative
a IPadministration passive d’anticorps monoclonaux
utilisés aujourd’hui en clinique dans le traitement des
polyarthrites rhumatoides, de la maladie de Crohn et
de certains cancers.

@

Les cytokines: signaux de communication intercellulaire
du systéme immunitaire

Les cytokines sont des signaux assurant ’homéostasie des tissus. Elles
sont généralement produites de maniere inductible par des cellules
effectrices. Ces cellules agissent localement de maniere paracrine
ou autocrine dans le cadre de champs cytokiniques sur des cellules
cibles porteuses de récepteurs spécifiques en activant les voies de
signalisation intracellulaires de ces derniéres. Les cellules du systeme
immunitaire communiquent entre elles via des cytokines. Ainsi, au
niveau d’un champ cytokinique, comportant une synapse immunitaire
CPA-lymphocyte T, les cytokines produites par la cellule effectrice
CPA exerceront sur la cellule T cible-répondeuse une action variable,
dépendante du contexte intracellulaire de cette derniére. De fait, par
les voies de signalisation qu’elles activent sur la cellule cible immuni-
taire, les cytokines contribuent a en réguler les différentes fonctions:
activation (IL-2, IL-6, TNF-aL, IFN-au), prolifération (IL-2, IL-4, IFN-y),
différenciation (IFN-y, IL-6, IL-10), survie cellulaire (IL-2, IFN-y, IFN-
o), mort programmée (TRAIL, FasL, TNF-at, IFN-av), et chimiotactisme
(MIP1-0t/CCL3, RANTES/CCL5, SDF-1/CCL12). Les dysfonctionnements
physiopathologiques cytokiniques contribuent ainsi a la pathogenese
de maladies chroniques graves [2].
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Les vaccins kinoides

Le kinoide, qui représente le principe actif du vac-
cin, est un immunogene capable d’induire des auto-
anticorps de haute affinité contre une cytokine donnée
[15]. Dans sa composition usuelle, il s’agit d’un hétéro-
complexe obtenu par liaison chimique de la cytokine
a une protéine porteuse étrangeére telle que le KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin) [16]. La protéine por-
teuse KLH a un role double, celui de fournir les déter-
minants antigéniques (épitopes T) nécessaires a I’ac-
tivation des cellules T auxiliaires et celui de présenter
aux cellules B productrices d’anticorps une densité
élevée d’antigenes cytokiniques dans leur conforma-
tion native. Notons que le KLH est actuellement utilisé
a des doses élevées comme immunostimulant dans des
essais cliniques en cancérologie (cancer de la vessie)
[17].

D’autres agents de couplage, comme le carbodiimide,
ou d’autres protéines porteuses, comme I’ovalbumine,
ont été utilisés pour produire avec succes des kinoides
dirigés contre I’IL-9 et P'IL-17 [18, 19]. D’autres vac-
cins kinoides ont été préparés a partir d’immunogénes
constitués d’un pool de protéines mutées analogues
de la cytokine IL-6 native [20], ou encore a partir de
vecteurs auxiliaires lipidiques tels que les VLP (virus
like particles) anti-TNF (tumor necrosis factor) [21].
Dans certaines situations expérimentales (chez I’ani-
mal apres stimulation vaccinale en présence de LPS
ou de CpG) [22, 23] ou dans certains états pathologi-
ques (Sida) [24], la cytokine seule aprés inactivation
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A ce jour, la société Neovacs dispose de vaccins kinoides dirigés contre
le TNF-at humain, le VEGF humain/murin, I’IL-4 humaine/murine, I’IFN-
o humain/murin. Ces vaccins ont été testés dans différents modeéles
animaux in vivo afin d’en évaluer 'immunogénicité, la tolérance et
I'efficacité thérapeutique [14, 25-27].

Les effets de la vaccination kinoide

L'immunisation avec le kinoide émulsionné dans 'adjuvant huileux de Salk
(ISA51-Seppic, Paris) induit des titres élevés d’anticorps neutralisants de
haute affinité, dirigés contre la cytokine native correspondante. Ueffica-
cité de ces anticorps anti-cytokine a été démontrée expérimentalement.

TNF-o Kinoide

Chez la souris transgénique exprimant le TNF-o. humain (Tg1006-T de
Taconic), qui développe une polyarthrite rhumatoide, I'immunisation
avec le kinoide TNF-o humain induit des taux élevés d’auto-anticorps
sériques de haute affinité (Figure 2A1) et réduit de facon trés impor-
tante les signes cliniques (oedémes et déformation articulaire mesurée
par un score arthritique) (Figure 2A2) et histologiques (inflammation
et destruction osseuse) de la maladie.

VEGF Kinoide

Le kinoide VEGF murin induit chez la souris immunisée des titres élevés
d’auto-anticorps neutralisants anti-VEGF (Figure 2B). Chez la souris
Balb/c greffée avec des cellules cancéreuses syngéniques (lignée
CT26), 'immunisation avec le kinoide VEGF réduit significativement le
nombre de métastases pulmonaires [26].

IL-4 Kinoide
Chezlasouris Balb/c sensibilisée a I’allergéne rB et v 1a, 'immunisation
avec le kinoide IL-4 diminue sensiblement la réponse anticorps anti-rBet

vladeclasse Ig€. D’autre part, chez la souris sensibilisée a
I’ovalbumine, 'immunisation avec le kinoide IL-4 améliore
laréaction inflammatoire pulmonaire induite par un chal-
lenge avec cet allergéne [27].

IFN-ot Kinoide

Dans un modele expérimental de lupus érythémateux
disséminé, les souris NZB/W ayant recu une injection
d’adénovirus exprimant I'IFN-o. murin développent une
protéinurie suivie de la mort par glomérulonéphrite.
LUimmunisation de ces souris avec le kinoide IFN-a
murin prévient cette évolution (S. Koutouzov, manuscrit
en préparation). Chez ’homme, I’essai EURIS réalisé chez
242 sujets infectés par le VIH a montré un bénéfice clini-
que et biologique chez les sujets répondeurs présentant
des titres élevés d’anticorps anti-IFNoL comparés aux
sujets non répondeurs et placebo (Figure 2C). Chez les
patients répondeurs, le risque relatif (RR) de survenue
de signes cliniques liés au Sida a été significativement
diminué (RR = 0,25; p <0,05), le nombre de lymphocytes
T CD4* sanguin (p <0,03) s’est stabilisé et la virémie n’a
pas augmenté significativement (p <0,01) [25].

Le vaccin kinoide étant dirigé contre une cytokine du
soi, la réaction immunitaire présente des propriétés
inhérentes & son caractére autologue : (1) la réponse
anticorps anti-cytokine est transitoire; I'activité
neutralisante efficace de ces anticorps disparait 3
mois apres la derniéere injection du fait de I"absence
d’une mémoire T anti-cytokine. Le maintien de taux
d’anticorps efficaces peut cependant €tre assuré
par des injections de rappel, dont la périodicité peut

Immunothérapie spécifique

Vaccination active

par Ac monoclonaux

Thérapeutique Validée €n cours de validation
Principe actif Anticorps monoclonal Kinoide
Anticorps anticytokine Monoclonal Polyclonal

Hybridome ou

Origine des anticorps (Ac) synthse de peptides recombinants Naturelle
Taux d’Ac sérique Elevé Elevé

Réponse cellulaire Aucune Aucune
Durée de neutralisation de la cytokine 3 semaines 2-4 mois
Production d’autoAc anti-Ac Risque (apres injections répétées) Aucune

Fréquence des rappels

Rechute induite par auto-Ac

Compliance au traitement

Toutes les 1-4 semaines Tous les 3-4 mois
Possible Néant

Modérée Bonne

Tableau I. Immunothérapie spécifique anticytokine. Comparaison de la vaccination kinoide a 'immunothérapie spécifique par administration d'Ac

monoclonaux.
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étre controlée par la sérologie. (2) Les anticorps polyclonaux cir-
culants induits par le vaccin ont une forte avidité pour la cytokine
ciblée (KD~1-1,5x 107 M mesuré par Biacore) et ils neutralisent les
cytokines ectopiques présentes dans les liquides biologiques (sang
et lymphe stromale des tissus). Cependant, au niveau des champs
cytokiniques (ol siégent normalement les réactions cytokiniques),
ces anticorps restent sans effet sur la physiologie de ces réactions du
fait de la plus forte affinité des récepteurs de cytokine (KD ~107!! M)
exprimés a la surface des cellules cibles [26]. (3) Les kinoides n’in-
duisent pas de réponse cellulaire T dirigée contre la cytokine du soi
ciblée. Ce résultat était anticipé du fait de la sélection clonale cen-
trale thymique négative et de la présence de cellules T régulatrices
périphériques controlant les antigenes du soi au niveau des organes
lymphoides. (4) Les kinoides KLH-cytokine induisent une réponse
anti-KLH, a la fois humorale et cellulaire. Cette réponse collatérale
sans effet indésirable immédiat et & long terme [14] serait bénéfique
par son action immunomodulatrice [17].

Tolérance au vaccin kinoide

Les études expérimentales en clinique réalisées depuis 1992 ont
montré une bonne tolérance des vaccins kinoides dont I"adminis-
tration n’a été associée a ce jour a aucune complication locale ou
systémique. Ce résultat était prévisible du fait de I’absence de toute
toxicité intrinséque du produit kinoide et des caractéristiques men-
tionnées ci-dessus de la réaction immunitaire qu’il induit dont en
particulier: (1) "absence de réaction des lymphocytes T anti-cyto-
kine, qui élimine le risque de pathologie auto-immune, et (2) I’ab-
sence de déreglement des processus physiologiques cytokiniques.
Comme cela a été mentionné au paragraphe précédent, 'action
des anticorps anti-cytokine, qu’ils soient administrés passivement
(anticorps monoclonaux, Acm) ou produits par vaccination kinoide,
s’exerce essentiellement au niveau des cytokines ectopiques circu-
lantes, ce qui réduit le risque de complications que provoquerait un
stress exogene ou un stimulus infectieux susceptible d’induire des
réactions physiologiques cytokiniques.

Chez I’animal, la vaccination kinoide réalisée dans différents modeles
expérimentaux a toujours été bien tolérée. Des rats immunisés contre
I’EGF (epidermal growth factor) ayant développé des auto-anticorps
spécifiques de forte affinité n'ont présenté aucune complication et
aucune lésion inflammatoire au sein des différents tissus [28]. Chez
la souris les immunisations actives anti-IL-1 [29] et anti-IL-9 [18]
se sont avérées totalement inoffensives sur une période de suivi
supérieur a 12 mois.

Les études précliniques réalisées avec les kinoides KLH-TNF-a
humain, KLH-IL-4 humain et IFN-a humain inactivé (Antiferon®)
[25] n’ont révélé chez la souris, le chien ou le singe aucune toxicité
aigué ou chronique. Au cours d’essais cliniques réalisés chez les
patients atteints de cancers du cdlon, de la prostate ou du sein, les
vaccins anti-EGF ont été bien tolérés [30]. Dans le cadre de I'essai
EURIS multicentrique de phase II/11l réalisé en double aveugle sur
242 patients sidéens, I’immunisation par "IFN-a inactivé (Antife-
ron®), qui a produit des titres élevés d’anticorps chez certains sujets,
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n’a révélé aucun effet collatéral infectieux ou autoim-
mun inhérent a "immunisation pendant les 18 mois du
suivi clinique [25].

Discussion et conclusion

La mise en évidence du role majeur joué par les déregle-
ments cytokiniques dans la pathogenése de maladies
chroniques a conduit les scientifiques a développer des
stratégies susceptibles d’inhiber spécifiquement les
cytokines ectopiques délétéres portées par la lymphe
des tissus pathologiques. Cette stratégie de ciblage
spécifique anti-cytokine s’est montrée efficace et, a
I’heure actuelle, les Acm anti-TNFou (Remicade® ou
Humira®) [31, 32] tout comme les récepteurs solubles
du TNF-o. (Etanercept®) [33], constituent le socle
thérapeutique de maladies auto-immunes telles que la
polyarthrite rhumatoide ou la maladie de Crohn, tandis
que les Acm anti-VEGF (Avastin®) [34] sont associés a
la chimiothérapie pour combattre I’angiogenése et les
métastases de cancer. Que ces anticorps spécifiques
soient chimériques (Remicade®), humanisés (Avastin®)
ou humains (Humira®), ils peuvent induire, apres leur
administration répétée, des auto-anticorps anti-Acm
(anti-idiotypes ou autres), source de récidives qui
peuvent en limiter usage [35]. Par la faisabilité de
leur préparation, leur innocuité et leur efficacité expo-
sées dans cet article, les vaccins kinoides pourraient
représenter une alternative thérapeutique a I'immuno-
thérapie spécifique par Acm, en particulier en cas de
résistance au traitement de ces derniers [36]. Apres
validation par les essais cliniques en cours de déve-
loppement ou en préparation par Neovacs, 'utilisation
du vaccin kinoide lors de thérapies anticytokines pro-
longées pourra présenter des avantages : (1) induction
d’anticorps polyclonaux naturels de haute affinité non
susceptibles d’induire des autoanticorps contre eux-
mémes [35]; (2) maintien permanent, conformément
a la logique des protocoles thérapeutiques métrono-
miques [37], de titres d’anticorps neutralisants a des
niveaux efficaces grace a des injections de rappel dont
la périodicité sera guidée par le suivi sérologique ; (3)
confort apporté au patient du fait de la faible fré-
quence des rappels. De plus, le sang de sujets volon-
taires vaccinés pourra représenter une source unique
d’anticorps anti-cytokines neutralisants naturels. Ces
derniers, qu’ils soient des immunoglobulines polyclona-
les purifiées provenant de sérums hyperimmuns ou des
anticorps monoclonaux produits a partir de cellules B
immortalisées, pourront étre utilisés lors d’indication
d’immunothérapie passive sans risque de générer des
auto-anticorps. Par ses avantages résumés dans le

311



312

Tableau I, la stratégie Kinoide devrait contribuer a élargir le champ
d’application des immunothérapies anti-cytokines validé depuis dix
ans grace aux succes cliniques rencontrés par I'administration des
Acm dans le traitement de maladies graves telles la polyarthrite rhu-
matoide, la maladie de Crohn ou certains cancers. ¢

GLOSSAIRE

Ac : Anticorps

Acm : Anticorps monoclonal

CPA : cellule présentatrice d’antigene

CpG : Cytosine-phosphatidyl-guanosine dinucléotides
KLH : keyhole limpet hemocyanin

LPS : Lipopolysaccharide

pDC: plasmacytoid dendritic cells

SDF-1 : stromal derived factor-1

Sida : Syndrome d’Immunodéficience Acquise
TAA : tumor associated antigen

TGF-P : transforming growth factor 3

TNF-0 : tumor necrosis factor-ot

TRAIL : TNF-related apoptosis inducing ligand
TSA : tumor specific antigen

VEGF : vascular endothelial growth factor
VIH-1: Virus de I'immunodéficience humaine

SUMMARY

Kinoids: a novel generation

of specific inmune therapy against cytokines

The abnormal cytokine release in the stromal microenvironment of
pathologic tissues, contributes to the pathogenesis of viral infections
such as AIDS, cancer and auto-immune diseases. Neovacs developed
therapeutic vaccines, named Kinoids, which induce anti-cytokine
Antibodies. Kinoids are non toxic but immunogenic cytokine derivatives.
Kinoid immunizations induce high titre of neutralizing Abs to the cor-
responding cytokine, is well tolerated and experimentally effective. In
transgenic mice expressing huTNFoL, the TNFou kinoid decreases clinical
signs of Rheumatoid Arthritis and in mice challenged with syngenic CT26
tumor cell line huVEGF kinoid inhibits lung metastases. After validation
by clinical trials, kinoid vaccines could represent a second generation of
specific immune therapy to be used to combat ectopic cytokines. ¢
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