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INTRODUCTION

     Les anticorps sont une des lignes de défense naturelle de
l’organisme. Ils sont produits par des lymphocytes B activés
nommés plasmocytes. Ils ont chacun une spécificité vis-à-vis
d’un domaine précis d’une protéine donnée, appelé épitope.
Dans une réponse naturelle contre un organisme complexe
étranger constitué de plusieurs protéines contenant de très
grand nombre d’épitopes, de très nombreux clones de plasmo-
cytes sont stimulés, aboutissant à un mélange d’anticorps mo-
noclonaux, appelé mélange polyclonal. La spécificité étroite
des anticorps monoclonaux en a fait depuis plus de 30 ans des

outils précieux de recherche, de diagnostic et, plus récemment
mais en pleine expansion, de thérapeutique (Lu et al. 2020). Ces
anticorps sont naturellement générés par des organismes vivants
en réponse à la reconnaissance de protéines étrangères. Au fil
des années, cependant, des techniques ont été mises au point
pour produire en masse (après génération chez l’animal) mais
aussi pour générer d’emblée (sans immunisation) des anticorps
sans recours à l’animal.
En 2020, le laboratoire de l’Union Européenne pour les alterna-
tives aux tests sur animaux (EURL ECVAM) a ainsi publié une
recommandation sur l’utilisation d’anticorps d’origine non ani-
male (Viegas Barroso et al. 2020). Cette démarche s'inscrit plei-
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nement dans l'objectif du remplacement des animaux utilisés
à des fins scientifiques. En résumé, le document préconise d’ar-
rêter d’utiliser des animaux pour la fabrication ou la production
d’anticorps, quelle qu’en soit la raison (développement ou pro-
duction) en recherche scientifique, pour des exigences régle-
mentaires, ou pour des applications diagnostiques ou
thérapeutiques. Il est aussi indiqué dans la recommandation
qu’il ne devrait plus être possible d’autoriser des projets utili-
sant des animaux à des fins scientifiques pour obtenir des an-
ticorps par immunisation d’animaux sans une justification
scientifique robuste et légitime. À la suite de cette recomman-
dation, de nombreux avis ont été émis par différents orga-
nismes européens représentant des chercheurs aussi bien
académiques que privés (revus par la Deutsche Gesellschaft für
Immunologie (DGFI 2020)).
Le Comité national de réflexion éthique sur l’expérimentation
animale (CNREEA) a souhaité faire un état des lieux du dé-
veloppement, de la production et de l’utilisation des anticorps
en France, particulièrement d’origine animale, et formuler un
avis adapté au contexte national. Cet avis s’est concentré en
priorité, mais ne s’est pas limité, aux situations relevant d’au-
torisations de projets utilisant des animaux à des fins scienti-
fiques.

MÉTHODES

     Un état des lieux le plus exhaustif possible de la situation
en France a été réalisé par le moyen d’un questionnaire qui a
été diffusé très largement, s’intéressant aussi bien aux anticorps
d’origine animale que non animale. Ce questionnaire a été dif-
fusé à tous les établissements utilisateurs d’animaux à des fins
scientifiques (environ 600) et aux laboratoires de recherche
INSERM et CNRS grâce à leurs bureaux Éthiques et modèles
animaux (Brigitte Rault, Ivan Balansard). Les réponses obte-
nues (205) sont donc parvenues aussi bien de personnes faisant
de la biologie cellulaire ou moléculaire, que d’utilisateurs d’ani-
maux à des fins scientifiques. Il ressort de ce questionnaire une
très grande variété d’applications et d’utilisations d’anticorps
d’origine animale ou non. Une revue bibliographique de l’état
de l’art a aussi été effectuée, et le CNREEA a consulté des ex-
perts extérieurs au comité appartenant à des structures acadé-
miques comme privées (cités dans les remerciements).

UTILISATION ET PRODUCTION D’ANTICORPS
D’ORIGINE ANIMALE

Produits thérapeutiques

     Si les anticorps à visée thérapeutique et la plupart des an-
ticorps utilisés en diagnostic sont produits par des méthodes
non animales (mais souvent initialement développées chez
l’animal) (Lu et al. 2020 ; Valldorf et al. 2021), il existe actuel-
lement des exceptions, et il peut y avoir des situations particu-
lières ou d’urgence nécessitant une production chez l’animal.
En l’absence d’alternatives satisfaisantes, certains médicaments
utilisés sous AMM (Autorisation de Mise sur le Marché) ou

ATU (Autorisation Temporaire d’Utilisation) ont pour principe
actif des anticorps polyclonaux nécessairement produits par im-
munisation d’animaux (lapins, chevaux, moutons…). Sans don-
ner une liste exhaustive, ils entrent essentiellement dans deux
catégories : les sérums antivenimeux ou anti-toxines bacté-
riennes (souvent utilisés sous ATU) (Morais et al. 2016), et les
anti-thymocytes utilisés principalement comme thérapeutique
anti-rejet de greffe (exemples : Thymoglobuline® en France,
Atgam®, Grafalon®) sous AMM (Bamoulid et al. 2017, Gagel-
mann et al. 2017). 

Produits diagnostiques

     Des anticorps obtenus par immunisation d’animaux sont uti-
lisés depuis de nombreuses années dans les trousses commerciales
agréées de diagnostic de maladies infectieuses humaines ou ani-
males (Siddiqui et al. 2010). Même s’il existe dans ce domaine
de nouveaux développements visant au remplacement des anti-
corps actuellement utilisés par des anticorps produits in vitro, cela
n’a pas encore totalement abouti.
Il faut noter ici que pour les produits réglementés à visée théra-
peutique ou diagnostique, toute modification de protocole de
production nécessite une modification des autorisations corres-
pondantes, éventuellement dans un grand nombre de pays. En
plus du produit lui-même, c’est sa méthode de production qui
fait l’objet d’une autorisation d’utilisation en diagnostic in vitro.

Utilisations en recherche

     Les anticorps d’origine animale sont également largement
utilisés en recherche en routine dans les techniques ELISA,
Western-blot, immunoprécipitation, cytométrie de flux, etc.
Une très grande partie de ces anticorps utilisés en recherche, dis-
ponibles sur catalogue, est fabriquée hors UE et en majorité par
immunisation d’animaux. Ces anticorps sont souvent des réactifs
de référence, reconnus par la communauté scientifique pour leur
efficacité et leur pertinence, et ne peuvent pas être aisément in-
terchangés. Un des importants marchés dans ce domaine est
aussi celui des anticorps secondaires dirigés contre les anticorps
d'une espèce donnée, utilisés en recherche et en diagnostic, no-
tamment, par exemple, en anatomie pathologique.
Pour divers travaux de recherche, des anticorps à façon sont in-
dispensables. Il peut s’agir par exemple d’avoir un antisérum po-
lyclonal contre un nouveau virus ou de développer des anticorps
monoclonaux contre les différents épitopes d’une protéine puri-
fiée. Dans ce cas, les anticorps peuvent être produits en interne
(laboratoire lui-même) ou en externe (sociétés spécialisées, sous-
traitants). Concernant les anticorps monoclonaux utilisés dans
la recherche, quand ils sont d’origine animale, la principale tech-
nique de production utilisée est celle de l’injection intrapérito-
néale d’hybridome après conditionnement, plus connue sous le
nom de méthode par production d’ascite (Stewart et al. 1989).
Cette méthode permet en effet d’obtenir rapidement des quan-
tités importantes d’anticorps monoclonaux. Elle a déjà fait l’ob-
jet, en 2017, d’une recommandation du CNREEA sur sa mise
en œuvre (CNREEA 2017).
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ALTERNATIVES AUX ANTICORPS PRODUITS
CHEZ LES ANIMAUX

Anticorps monoclonaux

Fabrication d’anticorps synthétiques d’emblée (anticorps
sources) : techniques de phage display
À l’heure actuelle, il existe dans le monde plusieurs collections
très étendues d’anticorps synthétiques (Lima et al. 2020, Mou-
tel et al. 2016). Le criblage de protéines d’intérêt contre ces
collections peut permettre d’obtenir des fragments d'anticorps
ou des nanobodies ciblés contre des parties de ces protéines. Ces
molécules diffèrent des anticorps produits naturellement par
un organisme vivant sur deux propriétés : leur classe (IgG, IgM,
IgA, etc.) et leur maturation (modifications post-traduction-
nelles). Cette maturation nécessite un travail secondaire in
vitro pour améliorer leur spécificité et leur sélectivité. En re-
vanche, les affinités sont généralement comparables. Il est aussi
à noter qu’il peut être plus difficile d’obtenir des anticorps syn-
thétiques contre des protéines dénaturées que contre des pro-
téines natives. La qualité et la diversité des anticorps proposés
dans chaque collection est variable.

Production d’anticorps in vitro
Que les anticorps sources aient été d’emblée synthétiques (par
criblage de collections de phages) ou initialement obtenus par
immunisation d’animaux, il est possible, par la suite, de pro-
duire ces anticorps en systèmes de culture cellulaire. C’est d’ail-
leurs ce qui est majoritairement fait pour les anticorps
thérapeutiques (dont la très grande majorité dérive d’anticorps
sources produits par immunisation d’animaux, puis humanisa-
tion par clonage moléculaire et production in vitro). La fabri-
cation d’anticorps à visée thérapeutique entièrement
synthétiques (de l’anticorps source au médicament autorisé)
est cependant possible, même si elle reste encore limitée (Lu
et al. 2020).

Anticorps polyclonaux

     Actuellement, des anticorps polyclonaux sont utilisés en
recherche, en diagnostic et en thérapeutique. Ils sont tous
d’origine animale, même s’il est possible en théorie, de créer
des préparations « polyclonales » par mélange d’anticorps mo-
noclonaux, eux-mêmes d’origine synthétique, mais ces mé-
langes (parfois appelés « multiclonaux ») ne récapitulent
jamais la totalité des performances des anticorps polyclonaux.

CONCLUSION

     L’enquête effectuée ainsi qu’une revue de la littérature
montrent que le remplacement des anticorps d’origine animale
par des anticorps synthétiques a été initié depuis plusieurs an-
nées dans différents domaines mais que, en l’état actuel de la
technologie, il reste des situations dans lesquelles soit les anti-
corps synthétiques restent moins performants voire inadaptés
donc inutilisables (anticorps dirigés contres des protéines dé-

naturées, anticorps anti-peptides), soit l’évolution vers l’utilisa-
tion d’anticorps d’origine non animale en production sera un
processus de longue durée et les obstacles techniques subsistent
(certains anticorps à usage thérapeutique ou diagnostique).

RECOMMANDATION (CNREEA 2022)

Considérant d’une part :

- La nécessité de supprimer à terme l’utilisation des animaux en
général et, dans le cas présent, pour la fabrication et la produc-
tion d’anticorps ;
- Le développement des méthodes alternatives permettant d’évi-
ter le recours aux animaux ;
- La diminution progressive des contraintes techniques liées aux
méthodes alternatives.

Et d’autre part :

- Les limites et les freins actuels au remplacement par des mé-
thodes alternatives (accès aux collections de phage-display, qua-
lité variable de ces collections, délais nécessaires à
l’enregistrement de nouveaux produits à usage réglementé) ;
- Le caractère encore inadapté en matière de performance des
méthodes synthétiques dans certains cas ;
- Le risque avéré de délocalisation des productions dans des pays
tiers dont les niveaux de protection des animaux sont moins éle-
vés qu’en Europe.

Le Comité émet l’avis suivant :

Sur les pratiques ayant cours :
- L’approche in vitro sans recours aux animaux doit être la pre-
mière option dans les nouveaux projets de recherche. L’utilisa-
tion des animaux pour la fabrication et/ou la production
d’anticorps doit être démontrée comme incontournable dans
toute demande d’autorisation de projet (en documentant les ef-
forts concrets faits sur le terrain, et pas uniquement par des élé-
ments théoriques ou bibliographiques), avant tout possible avis
favorable d’un comité d’éthique puis autorisation. Une attention
particulière doit être portée aux méthodes de raffinement. Le
projet doit faire l’objet d’une appréciation rétrospective, expli-
citant en particulier les efforts faits pour remplacer l’utilisation
des animaux au cours du temps. La durée d’autorisation du projet
doit être adaptée pour permettre une réévaluation régulière de
ces efforts.
- La production de routine d’anticorps monoclonaux par la mé-
thode d’ascite doit être fortement découragée. C’est une procé-
dure sévère qui doit être pratiquée dans le strict respect de la
recommandation du CNREEA de 2017 (CNREEA 2017). Dans
le cas où elle serait incontournable, le projet ne devrait pas être
autorisé pour une durée supérieure à deux ans, permettant une
réévaluation rapide du maintien éventuel de sa pertinence grâce
à l’appréciation rétrospective.
- Le caractère incontournable de l’utilisation de l’immunisation
initiale (création de nouveaux anticorps contre une protéine
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d’intérêt par immunisation d’animaux, récupération de cellules,
et création d’un hybridome par fusion (Chronopoulou et al.
2022) pour l’obtention d’anticorps originaux monoclonaux en
recherche doit s’appuyer sur une démonstration solide et ro-
buste de l’impossibilité de recourir à la sélection d’éléments syn-
thétiques obtenus par phage-display.
- L’adjuvant utilisé pour l’obtention d’anticorps polyclonaux
chez l’animal doit être rationnellement choisi et l’utilisation
d’adjuvant complet de Freund doit être réservée aux cas où elle
est indispensable, du fait des effets secondaires documentés
(Stills et al. 2005), et dans ce cas utilisé à une concentration
inférieure à 0,1 mg/ml.

Sur les évolutions à venir :
- Les professionnels travaillant en recherche ou en diagnostic
doivent prendre conscience de l’origine des anticorps qu’ils uti-
lisent et privilégier le plus possible les anticorps synthétiques,
non produits par immunisation d’animaux. La délocalisation de
la production des anticorps chez des animaux n’est pas éthique-
ment acceptable.
- Les pouvoirs publics, les centres de recherche académiques
aussi bien que privés et les sociétés savantes ont un rôle impor-
tant à jouer pour soutenir – chacun dans leurs domaines de
compétence – une évolution résolue vers la réduction de l’usage
des anticorps d’origine animale :
• En informant largement tous les utilisateurs d’anticorps sur
les possibilités offertes par les approches in vitro n’ayant pas re-
cours aux animaux et organisant des formations sur ce thème ;
• En encourageant par des incitations fortes le développement

de consortiums visant à recenser les collections existantes d’an-
ticorps synthétiques, en incluant des annotations les plus com-
plètes possibles, permettant d’avoir un indice de qualité de
chaque anticorps recensé et de connaître ses utilisations possibles
ou documentées ;
• En encourageant aussi fortement le développement de plate-
formes ou de sociétés de prestation de services dans les domaines
de la sélection d’anticorps synthétiques et de la production in
vitro d’anticorps ;
• En encourageant la recherche sur les performances des anti-
corps multiclonaux (mélanges de monoclonaux synthétiques)
par rapport aux anticorps polyclonaux obtenus par immunisation
d’animaux.
- Dans tous les cas, l’utilisation des animaux faisant obligatoire-
ment l’objet de demandes d’autorisations de projet, il serait utile
que le Ministère chargé de la Recherche mette en place une pro-
cédure permettant de recenser ces projets et les approches et
techniques expérimentales sur lesquelles ils s’appuient. Ceci per-
mettrait d’évaluer les progrès au cours du temps et de réviser, le
cas échéant, la présente recommandation qui doit être considé-
rée comme évolutive.
Ces démarches s'inscrivent pleinement dans le souci de réduire
l'utilisation des animaux à des fins scientifiques en les rempla-
çant par des approches alternatives chaque fois que cela est pos-
sible. Cet objectif ouvre par ailleurs de nouvelles opportunités
pour la recherche et le développement dans le domaine biomé-
dical. Le CNREEA assurera un suivi des progrès dans ce domaine
et révisera régulièrement cette recommandation pour tenir
compte des évolutions en matière d’approches alternatives.
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