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INTRODUCTION 

A. Généralités sur les anticorps 

1. Structure 

Les anticorps sont des glycoprotéines hétérodimériques de la superfamille des 

immunoglobulines d’environ 150 kDa. Ils sont constitués de 4 chaines polypeptidiques reliées 

entre elles par un ou plusieurs ponts disulfures : 2 chaines lourdes (HC pour Heavy Chain) de 

50 kDa chacune et deux chaines légères (LC pour Light Chain) de 25 kDa chacune. Au sein 

de chaque chaine se trouvent des domaines immunoglobulines d’une centaine d’acides 

aminés composés de 2 feuillets beta antiparallèles superposés. Chacun contient un pont 

disulfure intrachaine formé par des cystéines très conservées (Williams and Barclay, 1988). 

Ces ponts disulfures ainsi que des interactions hydrophobes stabilisent la structure globale en 

forme de Y (Figure 1A).  

Des domaines constants et variables composent les chaines lourdes et légères. Les fragments 

variables sont situés en N-terminal de chaque chaine : VH pour la chaine lourde et VL pour la 

chaine légère. Ils sont les déterminants de la reconnaissance de l’antigène par l’anticorps, par 

le biais de leur fragment variable Fv, constitué du VH et du VL. Ce sont plus particulièrement 

les résidus des régions hypervariables ou CDR (Complementary Determining Region), situés 

sur 3 boucles du VH et 3 boucles du VL et comprenant chacun une quinzaine d’acides aminés, 

qui sont impliqués. Ces résidus constituant le paratope de l’anticorps sont situés entre des 

régions charpentes (ou frameworks). La structure tridimensionnelle en feuillets et boucles rend 

ces CDR proches dans l’espace (Figure 1B). Ils vont donc interagir pour former un site de 

fixation sur l’antigène (Novotný et al., 1983). Par définition, ces parties hypervariables sont peu 

conservées d’un anticorps à l’autre alors que les régions framework le sont davantage. Leur 

séquence et leur organisation spatiale sont responsables de la spécificité de l’épitope ciblé sur 

l’antigène et de la diversité du répertoire d’anticorps existant naturellement.  

A l’inverse, la partie constante est très peu variable d’un anticorps à l’autre. Elle est constituée 

des domaines CH1, CH2 et CH3 (voire CH4) sur les chaines lourdes et du domaine CL sur les 

chaines légères (Figure 1A). Cependant, les parties constantes seront différentes suivant les 

espèces et les différents isotypes. Il y aura alors des différences de séquence primaire et de 

structure, notamment au niveau du nombre de ponts disulfures inter-chaines et de la positions 

des cystéines impliquées dans leur formation. Chez l’Homme, il y a 5 isotypes ou classes pour 

la chaine lourde : α, δ, γ, ε et μ qui donnent respectivement des immunoglobulines IgA, IgD, 

IgG, IgE et IgM, et 2 isotypes pour les chaines légère : κ et λ. Au sein d’un même isotype, on 
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trouve quelques différences ponctuelles générant plusieurs sous-classes, ou allotypes. Entre 

les domaines CH1 et CH2 se trouve la région charnière (hinge). Elle comprend entre 1 et 5 

ponts disulfures suivant la classe et la sous-classe de l’Ig. L’absence d’hélice α ou de boucle 

β dans cette zone confère à l’anticorps une grande flexibilité. Bien qu’elle fasse partie du 

domaine constant, la séquence de la charnière est très variable en terme de résidus et de 

longueur d’une sous-classe à l’autre (Adlersberg, 1976). 

 

Figure 1 : A) Représentation schématique d’un anticorps. La chaine légère est en foncé et la chaine lourde en clair. 

Les parties constantes sont en bleu et les parties variables en vert. Les traits rouges correspondent aux ponts 

disulfures intra- et inter-chaines et les motifs noirs à la glycosylation sur l’Asn 297 du domaine CH2. B) 

Représentation tridimensionnelle du domaine VH (à gauche) et du domaine CH1 (à droite). Les CDR sont colorés 

en jaune (CDR-1), orange (CDR-2), et rouge (CDR-3) (Almagro, 2012). 

Les sous-unités des anticorps ont été caractérisées par protéolyse car la région charnière est 

sensible à une attaque protéolytique. La digestion à la papaïne clive la protéine avant le(s) 

pont(s) disulfure(s) de la région charnière. Deux fragments identiques appelés Fab (Fragment 

antigen binding) car ils contiennent le site de liaison antigénique sont alors libérés. Ces Fab 

sont donc monovalents contrairement à l’Ig entière qui est divalente. Il se forme également un 

fragment cristallisable Fc (Coulter and Harris, 1983). La pepsine clive quant à elle en C-

terminal de la région charnière. Elle conduit donc à la formation d’un F(ab’)2 divalent qui 

consiste en 2 Fab reliés par les ponts disulfures de la charnière. Le fragment Fc est dans ce 

cas digéré en courts peptides. 

Les anticorps sont glycosylés de façon post-traductionnelle avec des sucres différents et des 

positions différentes suivant les isotypes. Les IgG le sont au niveau de l’asparagine 297 

présente dans les 2 domaines CH2. La N-glycosylation se trouve à l’intérieur de la molécule 

donc les 2 chaines lourdes sont éloignées l’une de l’autre, ce qui stabilise la structure protéique 

(Liu et al., 2006). Un anticorps glycosylé devient également plus résistant à la dégradation par 

des protéases (Raju, 2010). Les sucres présents varient suivant les isotypes et les organismes 

dont les anticorps sont issus. Dans les IgG humaines, un complexe bi-antenné heptamérique 
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composé de N-acétylglucosamine et de mannose constitue le motif de base. Des fucoses, 

galactoses et acides sialiques peuvent le compléter (Figure 2). On peut également trouver des 

N-glycosylations au niveau du fragment Fab (sur 10-20%) mais elles sont généralement moins 

complexes car plus accessibles aux glycosyltransférases et aux glycosidases. Les autres 

isotypes peuvent présenter des O-glycosylations sur des sérines et des thréonines mais les 

motifs ne sont pas facilement identifiables. 

 

Figure 2 : Représentation des oligosaccharides trouvés dans les IgG humaines. Gal : galactose, Man : mannose, 

Fuc: fucose, GlCNac : N-acétylglucosamine, NANA : acide N-acétylneuraminique. D’après http://www.imgt.org.  

2. Fonctions biologiques 

a. Reconnaissance d’un antigène 

Les anticorps sont produits par le système immunitaire pour se lier aux éléments étrangers 

pénétrant dans un organisme (comme les bactéries ou les virus) et les neutraliser. Ils sont 

acteurs de la réponse immunitaire humorale. Leur découverte par von Behring et Shibasaburo 

date de 1890. Ils ont trouvé la présence d’un substance neutralisante dans le sang d’animaux 

immunisés contre la diphtérie qui pouvait soigner des animaux atteints par cette pathologie. 

La haute spécificité des anticorps vis à vis de leur antigène a été établie en 1894. L’injection 

d’un antigène induit la production d’Ig par les cellules B. Chacune de ces cellules B produit un 

seul clone d’Ig (Nossal and Lederberg, 1958). Suite à cette immunisation, on trouve dans le 

sérum plusieurs clones d’anticorps dirigés contre un même antigène. On parle alors 

d’anticorps polyclonaux. Cette diversité des anticorps est assurée par des mécanismes de 

recombinaison des gènes V et J et V, D et J codant respectivement pour les parties variable 

de la chaine légère et de la chaine lourde (Tonegawa, 1988). L’affinité d’un anticorps quantifie 

sa force d’interaction à son antigène. L’avidité représente quant à elle l’interaction multivalente 

avec l’antigène plurivalent. Par exemple, les IgM ont une faible affinité mais leur 

pentamérisation leur confère une grande avidité.  
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b. Fonctions effectrices 

Le fragment Fc possède quant à lui des fonctions effectrices et est à l’origine de plusieurs 

processus : transport des anticorps à travers la barrière placentaire, transport transépithélial, 

inhibition du catabolisme, et activation des voies cytotoxiques dépendantes du complément 

ou de cellules immunitaires. Le lien entre le système immunitaire et les anticorps est assuré 

par leur interaction via les protéines du complément et les récepteurs au fragment Fc.  

Les classes d’Ig sont impliquées de façon différente dans ces processus. Les IgG sont la 

classe la plus présente dans le corps humain, avec la plus longue demi-vie dans le sérum 

comparé aux autres isotypes. Les fonctions effectrices seront décrites ci-dessous uniquement 

pour cet isotype. Les différentes sous-classes (IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4) n’ont pas une région 

charnière de même taille (entre 12 et 62 résidus) ni le même nombre de ponts disulfures (entre 

2 et 11), ce qui entraine des différences de flexibilité de la molécule d’Ig. Ceci combiné avec 

des différences de séquences protéiques conduit à des fonctions effectrices différentes 

(Tableau 1). De plus, elles présentent des différences en terme de stabilité : les IgG3 sont 

connues pour former des agrégats, les IgG2 pour être composées de différentes isoformes de 

ponts disulfures, et les IgG4 pour participer à des échanges intermoléculaires conduisant à la 

formation d’un mélange d’anticorps bispécifiques (Rispens et al., 2011).  

Au sein d’une même sous-classe, on trouve différents allotypes qui peuvent avoir une influence 

sur les propriétés effectrices. Par exemple, une IgG2 humaine possédant une phénylalanine 

en position 158 ne se liera pas au FcγRIIIa alors qu’une IgG2 possédant une valine s’y liera 

(Tableau 1). 

i. Récepteurs au fragment Fc (FcR) 

Il y a différents types de FcR, classés en fonction de l’isotype des immunoglobulines qu’ils sont 

capables de lier. Les FcγR sont ainsi spécifiques des IgG. Ils font partie de la superfamille des 

immunoglobulines et sont divisés en 3 classes : I, II et III. Les classes II et III sont divisées 

respectivement en 3 et 2 isoformes : A, B, (C). Ces récepteurs sont entre autres exprimés à la 

surface de beaucoup de cellules hématopoïétiques du système immunitaire. En reconnaissant 

le fragment Fc des IgG, ils font le lien entre l’immunité humorale et l’immunité à médiation 

cellulaire. Les FcγRI, FcγRIIA, FcγRIIC, FcγRIIIA et FcγRIIIB sont activateurs alors que le 

récepteur FcγRIIB est inhibiteur. Ces propriétés sont corrélées avec la présence d’un motif 

ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif) ou ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-

based Inhibition Motif) situé dans la région cytoplasmique des récepteurs et qui est impliqué 

dans la transduction de signal. 
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 IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 

General 

    

Molecular mass (kD) 146 146 170 146 

Amino acids in hinge region 15 12 62a 12 

Inter-heavy chain disulfide bonds 2 4 11a 2 

Relative abundance (%) 60 32 4 4 

Half-life (days) 21 21 7/∼21a 21 

Complement activation 
    

C1q binding ++ + +++ − 

Fc receptors 
    

FcγRI +++ − ++++ ++ 

FcγRIIAH131 +++ ++ ++++ ++ 

FcγRIIAR131 +++ + ++++ ++ 

FcγRIIB/C + − ++ + 

FcγRIIIAF158 ++ − ++++ − 

FcγRIIIAV158 +++ + ++++ ++ 

FcγRIIIb +++ − ++++ − 

FcRn (at pH < 6.5) +++ +++ ++/+++a  +++ 

aDepends on allotype. 

Tableau 1 : Propriétés des sous classes d’IgG humaines (Vidarsson et al., 2014) 

Le site de fixation des FcγR se situe au niveau de l’extrémité N-terminale des domaines CH2, 

notamment via les résidus 234–239, 265–269, 297–299, et 327–330 (Ramsland et al., 2011; 

Sondermann et al., 2000). Les différences de résidus en fonction des sous classes d’IgG 

influent donc sur la liaison aux FcγR : les IgG1 et 3 se lient à tous les types de FcγR, les IgG4 

se lient seulement aux FcγRI et II, et les IgG2 uniquement au FcγRII. La glycosylation sur l’Asn 

297 joue également un rôle crucial. L’absence de celle-ci se traduit par un désordre dans la 

boucle C’E du domaine CH2 et une diminution de la distance entre les domaines CH2. La 
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liaison aux FcγR est alors fortement diminuée (Borrok et al., 2012). Le FcγRI est le FcγR 

présentant la meilleure affinité, notamment pour les IgG1 et 3 et dans une moindre mesure 

pour les IgG4. Il est le seul capable de lier les IgG monomériques. Les FcγRII et III ont quant 

à eux une affinité plus faible. L’affinité des FcγRIII peut être augmentée en afucosylant le 

glycane du Fc. Cet aspect sera traité dans la partie « optimisation des anticorps » (A.5.a.ii). 

Les FcγR sont présents en surface de différentes populations cellulaires (Nimmerjahn et al., 

2015). Leur liaison au fragment Fc entrainent différents processus : l’ADCC et la phagocytose 

(Tableau 2).  

 FcgRI FcgRIIA FcgRIIB FcgRIIC FcgRIIIA FcgRIIIB 

Synonyme CD64 CD32a CD32b CD32c CD16a CD16b 

Motif Activateur Activateur Inhibiteur Activateur Activateur Activateur 

Distribution 
Monocytes, 

MΦ, DC 

Monocytes, 

MΦ, DC, 

neutrophiles 

Monocytes, 

DC, LB, 

neutrophiles 

NK 

(parfois) 

NK, DC, 

MΦ 
Neutrophiles 

Fonctions 
ADCC, 

(phag.) 

ADCC, 

phag. 

Tolérance 

immune 
 

ADCC, 

phag. 
 

Tableau 2 : Distribution cellulaire et rôles des différents FcγR humains. MΦ : macrophages, DC : cellules 

dendritiques, NK : cellules Natural Killer, LB : lymphocytes B, phag : phagocytose. 

L’ADCC est la cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps. C’est une réponse 

immune innée. Elle est souvent médiée par les cellules NK, qui possèdent à leur surface le 

FcγRIIIA, mais elle peut aussi être médiée par les macrophages et les neutrophiles. 

L’interaction Fc-FcγR provoque l’activation de ces cellules immunitaires qui vont alors libérer 

des molécules cytotoxiques (perforine, granzyme B et granulysine) conduisant à la mort 

cellulaire par apoptose. Quand les Fc sont liés à des FcγR en surface des macrophages 

(majoritairement les FcγRIIA et IIIA), il peut y avoir induction de la phagocytose. On parle alors 

d’ADCP : phagocytose à médiation cellulaire dépendante des anticorps. La liaison des FcγR 

au Fc des complexes immuns permet aussi de réguler la maturation des cellules dendritiques 

et donc de déclencher un réponse immune via les lymphocytes T (Dhodapkar et al., 2005).  

Comme les cellules effectrices expriment généralement plusieurs types de FcγR à leur 

surface, notamment des récepteurs activateurs et l’inhibiteur, c’est l’affinité du fragment Fc 

pour les différents FcγR qui déterminera de quel côté penchera la balance activation/inhibition. 

Ces affinités sont déterminées par la séquence primaire des différentes sous-classes d’IgG et 

par leurs motifs de glycosylation. 
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ii. FcRn 

Il existe aussi un autre type de FcR, le récepteur néonatal au Fc (FcRn), qui tire son nom de 

sa capacité de transcytose placentaire des IgG maternelles au foetus. Chez l’adulte, il assure 

le transport des IgG à travers des épithéliums (Spiekermann et al., 2002). Son rôle principal 

est de réguler le taux d’IgG dans le sérum. Les IgG sont endocytées par les cellules 

épithéliales dans des endosomes dont le pH acide permet leur liaison au FcRn. Les protéines 

non liées au FcRn présentes dans ces endosomes sont dégradés par les lysosomes alors que 

les IgG sont protégées de cette dégradation. Le complexe Fc-FcRn transite ensuite jusqu’à la 

surface cellulaire où l’IgG est libérée dans le sang à pH neutre (Figure 3). La protection contre 

la dégradation a également été confirmée dans des modèles murins (Ghetie et al., 1996). Ce 

phénomène de recyclage contribue à une plus longue demi-vie sérique des IgG (environ 21 

jours) par rapport aux autres isotypes (maximum 6 jours). Le FcRn a une structure similaire 

aux molécules de CMH classe I. Etant exprimé en surface de neutrophiles et de cellules 

présentatrices d’antigènes comme les cellules dendritiques, il contribue également à 

l’amélioration de la phagocytose de microorganismes opsonisés par des IgG (Vidarsson et al., 

2006). 

Le FcRn se lie au Fc au niveau de l’interface entre les domaines CH2 et CH3. Cette liaison 

est donc indépendante de la glycosylation. Les histidines de ces domaines jouent un rôle 

important dans la capacité de liaison à pH acide (6-6.5) et de libération à pH neutre (7-7.4) 

(Shields et al., 2001; West and Bjorkman, 2000). En particulier, l’histidine 435 interagit 

directement avec le FcRn. Les allotypes d’IgG3 contenant une arginine à cette position ont 

donc une affinité plus faible qui a pour conséquences une demi-vie réduite et un transport 

placentaire plus faible.  

 

Figure 3 : Recyclage des IgG par le FcRn. Les IgG se lient au FcRn dans les endosomes à pH acide puis sont 

recyclées et libérées dans le sérum à pH neutre. 
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iii. Activation du système du complément 

Quand 6 IgG ou une IgM pentamérique sont liées à un microorganisme, le fragment Fc est 

capable d’initier la voie classique de la cascade du complément, qui fait partie de l’immunité 

innée. La liaison de la protéine C1q au Fc entraine la fixation de C3b en surface des cellules 

pour les opsoniser, ainsi que la formation d’un complexe d’attaque (association des protéines 

C5b à C9) qui va conduire à la lyse cellulaire. Ce phénomène est la CDC : cytotoxicité 

dépendante du complément. Ce sont les IgG1 et 3 qui activent le mieux la voie classique du 

complément car le C1q se lie mieux à ces sous-classes. La fixation du C1q peut également 

potentialiser l’ADCC via la protéine iC3b et son récepteur CDR3 se trouvant en surface des 

cellules NK et des phagocytes. Ce phénomène est la CDCC : cytotoxicité à médiation cellulaire 

dépendante du complément (Diebolder et al., 2014).  

Le C1q se lie au niveau des résidus L235, D270, K322, P329 et P331 (numérotation EU) du 

domaine CH2. L’affinité plus faible pour les IgG2 et IgG4 s’explique donc par la présence de 

mutations parmi ces résidus (Tao et al., 1993). Les résidus de la région charnière influent 

également sur la fixation du C1q, notamment les résidus 226 à 230 correspondant aux 

voisinage des ponts disulfures inter-chaines lourdes. La rigidité et la longueur de cette région 

sont favorables à la fixation (Dall’Acqua et al., 2006). La N-glycosylation de l’asparagine 297 

peut aussi influer sur la liaison du C1q. En particulier, la présence de galactose à l’extrémité 

du polysaccharide favorise la CDC (Raju, 2008) et l’absence complète de glycosylation 

empêche cette CDC (Boyd et al., 1995). 

B. Les anticorps monoclonaux thérapeutiques 

1. Découverte  

L’entrée d’un antigène dans un organisme provoque la production par les lymphocytes B (LB) 

d’anticorps polyclonaux, c’est à dire dirigés contre plusieurs épitopes. La haute spécificité de 

ces anticorps et leurs propriétés biologiques en font des outils pertinents de diagnostic et de 

détection. Au début du 20ème siècle Paul Erlich les a également définis comme des « magic 

bullets » pouvant potentiellement se fixer et avoir un effet sur n’importe quelle cible d’intérêt 

dans les pathologies humaines.  

Les anticorps polyclonaux sont produits par immunisation d’animaux comme par exemple les 

souris, les rats ou les lapins. Le problème de cette polyclonalité est que la composition n’est 

pas connue exactement et fluctue d’une immunisation à l’autre. En 1975, Köhler et Millstein 

ont découvert un moyen d’obtenir des anticorps monoclonaux, c’est à dire issus d’une seule 

lignée de plasmocytes. Les animaux (généralement des souris) sont immunisés par 
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inoculation d’un antigène pour déclencher une réponse immunitaire. Celui-ci doit être de taille 

suffisamment importante (supérieur à environ 6 kDa) et suffisamment complexe en terme de 

structure (sans motifs répétés comme c’est le cas dans les polymères par exemple) (Gaughan, 

2015). Les plasmocytes présents dans la rate sont isolés. Ils sont fusionnés avec des cellules 

de myélome, un cancer hématologique touchant les plasmocytes, de la même espèce. Les 

hybridomes ainsi obtenus sont donc immortalisés (comme les cellules cancéreuses) et 

produisent des anticorps murins. Ils sont alors isolés par dilution limite pour n’avoir qu’un seul 

hybridome exprimant un seul clone d’anticorps par puit. On parle alors d’anticorps 

monoclonaux (Köhler and Milstein, 1975). Ces hybridomes sont alors testés in vitro pour 

déterminer leur capacité à se lier à l’antigène. Les meilleurs clones sont ensuite amplifiés par 

culture cellulaire classique ou en injectant l’hybridome dans la cavité péritonéale de souris et 

en prélevant le liquide d’ascite de la tumeur développée. Après purification, leurs activités 

biologiques in vitro et in vivo sont testées (Figure 4).  

Les premiers anticorps monoclonaux produits à partir d’une sélection par hybridomes étaient 

donc murins. Ils portent le suffixe « momab ». Le muromomab (Orthoclone OKT3™) est le 

premier à avoir été approuvé par la FDA en 1986. C’est un anti-CD3, une protéine 

membranaire située à la surface des LT, qui est utilisé pour éviter les rejets de greffes du rein. 

Malgré la facilité à obtenir des anticorps efficaces à partir d’hybridomes, une fois injectés à 

l’Homme ces anticorps murins provoquent des réactions immunitaires conduisant à la 

production d’anticorps humains anti-souris (Schroff et al., 1985).  

 

Figure 4 : Principe de la production d’hybridomes. (Michnick and Sidhu, 2008) 

2. Des anticorps murins aux anticorps humains 

Pour pallier à cette immunogénicité, les parties constantes murines des anticorps murins 

obtenus par hybridomes ont été remplacées par des parties constantes humaines, tout en 
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conservant des parties variables murines (Morrison et al., 1984) (Figure 5). Ces anticorps sont 

définis comme étant chimériques et portent le suffixe « ximab ». Ils sont moins immunogènes 

que leurs équivalents murins et permettent la contribution des fonctions effectrices du fragment 

Fc (ADCC, CDC, etc) qui favorisent la cytotoxicité. 

Pour diminuer encore l’immunogénicité, des anticorps humanisés ont été développés et 

portent le suffixe « zumab ». Il n’y a plus que les CDR qui sont murins dans ce type de 

construction, ce qui représente environ 10% des résidus (Figure 5). Ces CDR sont introduits 

dans une charpente humaine par « CDR grafting » (Jones et al., 1986). Cependant, l’affinité 

et la spécificité peuvent être affectées par l’humanisation car certains résidus, bien que situés 

au sein des frameworks, participent à l’interaction avec l’antigène ou contribuent à la 

conformation des CDR. Il peut donc y avoir nécessité d’identification et de conservation de 

résidus murins critiques dans les régions frameworks (Wu et al., 1999). La deuxième possibilité 

est d’humaniser des anticorps chimériques par « resurfacing ». Peu de résidus accessibles en 

surface des frameworks des domaines variables ont besoin d’être mutés pour transformer une 

surface « murine » en surface « humaine » (Roguska et al., 1994).  

Ces étapes d’humanisation succédant à la sélection d’anticorps pertinents sont longues et 

complexes à mettre en œuvre. Elles sont généralement réalisées sur un nombre très limité de 

candidats. Différentes alternatives ont donc été développées pour obtenir directement des 

anticorps humains.  

A l’heure actuelle, il reste difficile techniquement de générer des hybridomes stables 

produisant des anticorps totalement humains de haute affinité et fonctionnels. Il est possible 

de fusionner des cellules B et des cellules de myélome ou de les immortaliser en les infectant 

par le virus Epstein-Barr. Les problèmes rencontrés avec ces techniques sont notamment la 

difficulté à immortaliser ces LB de façon stable et la faible productivité. Néanmoins, des 

progrès ont été faits dans ce domaine ces dernières années et d’autres améliorations 

pourraient rendre cette technologie plus accessible (Smith and Crowe, 2015).  

Des anticorps humains peuvent aussi être produits par des animaux transgéniques ou tans-

chromosomiques depuis 1994. Cette technique combine la technologie des hybridomes et les 

manipulations génétiques des souris chez qui on a introduit un répertoire d’anticorps humains 

au niveau du locus du gène murin correspondant (Green et al., 1994; Lonberg et al., 1994). 

Les anticorps produits subissent donc le même type de maturation que les anticorps naturels, 

ce qui génère une diversité et une affinité semblables à celles rencontrées chez l’Homme. 

Cette technologie est commercialisée par plusieurs entreprises pharmaceutiques et la 

sélection d’anticorps thérapeutiques est réalisée de la même façon qu’avec les hybridomes 
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classiques. Jusqu’à maintenant, les anticorps produits par ce moyen n’ont pas conduit à des 

réactions immunitaires au cours des essais cliniques. 

 

Figure 5 : Principe de l’humanisation des anticorps monoclonaux (adapté de Carter, 2001).  

Grâce aux bases de données de séquences d’Ig humaines, des librairies d’anticorps 

complètement humains ont vu le jour. Il y a plusieurs types de librairies :  

• les librairies immunes : elles sont obtenues par amplification des cellules B de 

donneurs infectés ou naturellement immunisés. Les anticorps issus de ce type de 

librairie ont une bonne affinité pour l’antigène utilisé pour l’immunisation (1010 M-1) mais 

n’ont pas d’utilité pour les autres types d’antigènes. Leur diversité est d’environ 105 à 

107 clones. 

• les librairies naïves : elles sont construites à partir d’un répertoire naturel d’anticorps, 

sans que le sujet soit exposé à un antigène particulier. Elles ne sont donc pas biaisées 

en terme de diversité et comptent environ 1010 clones. Les affinités des clones obtenus 

restent cependant modérées (107 - 109 M-1) 

• les librairies semi-synthétiques : elles combinent une diversité naturelle et synthétique. 

A partir d’un/plusieurs gène(s) d’Ig naturelle(s), une partie est mutée pour générer de 

la diversité. Par exemple le CDR3, qui est la partie hypervariable la plus critique dans 

la liaison à l’antigène, a été randomisé par PCR avec des oligonucléotides dégénérés 

pour contenir tous les acides aminés possibles à toutes les positions (de Kruif et al., 

1995).  

• les librairies synthétiques : elles sont développées in silico à partir de la connaissance 

des lignées germinales des Ig, des mécanismes de réarrangement, ainsi que des 

structures. Par exemple, le design de la librairie HuCAL est basé sur le fait que 

seulement 7 familles de VH et 7 familles de VL représentent 95% de la diversité des 
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anticorps humains. Une séquence consensus a été dérivée de chaque famille. La 

diversité y a alors été introduite au niveau des CDR3 de façon biaisée pour refléter la 

variation de longueur et la composition naturelle des CDR3 humains (Knappik et al., 

2000). Cette banque contient environ 1010 clones et peut virtuellement être utilisée pour 

sélectionner des anticorps dirigés contre n’importe quelle cible. 

Ces librairies contiennent uniquement des fragments d’anticorps sans fragment Fc et non des 

immunoglobulines entières. Pour sélectionner des clones à partir de ces librairies, plusieurs 

organismes peuvent être utilisés pour présenter ces fragments à leur surface : les phages 

filamenteux, les levures, ou les cellules mammifères. Les ribosomes sont une autre alternative. 

Plus précisément, le phage display est basé sur l’utilisation de bactériophages qui sont des 

virus infectant les bactéries. Dans le phage filamenteux M13, l’ADN codant pour le fragment 

d’anticorps est fusionné au gène pIII ou pVIII. Ceux-ci codent respectivement pour les 

protéines de capside mineure et majeure. Ainsi, les phages présenteront à leur surface ce 

fragment d’anticorps fusionné à la protéine pIII ou pVIII. La capacité des phages à présenter 

des peptides à leur surface a été démontrée par George P. Smith en 1985 (Smith, 1985). 

L’utilisation du phage display pour sélectionner des anticorps spécifiques d’une cible a été 

initiée par Gregory Winter dans les années 1990 (Winter et al., 1994). Une banque de phages 

est mise en contact avec un antigène fixé à un support. Les phages ne se fixant pas à cet 

antigène sont éliminés par lavage. Ceux qui s’y sont liés sont élués puis amplifiés en infectant 

des bactéries. Ils sont ensuite remis en contact avec l’antigène et ainsi de suite pendant 

plusieurs tours de sélection/amplification. Les phages obtenus sont alors testés in vitro pour 

leur capacité à se lier à l’antigène (par ELISA ou FACS par exemple) (Figure 6). Cette 

technique de phage display mime ce qui se passe naturellement lors d’une infection. En effet, 

dans ce cas l’antigène se retrouve face à un grand nombre de lymphocytes B présentant 

chacun un seul type d’anticorps à leur surface. Une fois qu’un anticorps de surface se lie à cet 

antigène, le lymphocyte est activé et va se différencier en plasmocyte pour sécréter des 

anticorps, grâce à la sécrétion d’interleukines par les lymphocytes T CD4. 

Le phage lie le phénotype (le fragment d’anticorps exposé en surface) et le génotype (l’ADN 

codé par celui-ci). Il est donc aisé de remonter aux séquences des clones capables de se lier 

à l’antigène. De plus, l’absence d’immunisation rend possible la sélection d’anticorps difficiles 

à obtenir chez l’animal, contre des antigènes toxiques ou des protéines du soi.  
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Figure 6 : Principe du phage display. Une librarie d’anticorps présentés par des phages est mise au contact d’un 

antigène immobilisé sur une surface. Les phages non liés sont éliminés par lavage et les phages liés sont élués. 

Ils sont utilisés pour infecter E. coli et produire des phages pour le cycle suivant. Au dernier cycle, les clones 

sélectionnés sont analysés (Chan et al., 2014). 

3. Formats alternatifs 

Les librairies d’anticorps sont généralement constituées de fragments d’anticorps sans 

fragment Fc : Fab, scFv et sdAb. Ils sont plus faciles à manipuler d’un point de vue génétique 

donc de plus en plus utilisés dans les phases de recherche de nouveaux candidats 

thérapeutiques, voire en clinique. 

Les sdAb ou nanobodies sont des anticorps simple domaine (single-domain antibody). Ils 

contiennent un seul domaine variable monomérique de 12 à 15 kDa (Figure 7). L’absence de 

VL leur fait perdre une partie de leur affinité et de leur solubilité lorsqu’ils sont obtenus de façon 

synthétique. Cependant, ils constituent une partie des anticorps naturellement sécrétés lors 

de réponses immunes chez les camélidés, où ils sont appelés VHH. L’absence de chaine 

légère y est compensée par une diversité plus importante au niveau des régions 

hypervariables de la chaine lourde. Ils sont donc capables de reconnaitre un grand panel 

d’antigènes. Les VHH issus de librairies synthétiques sont décrits comme solubles et robustes 

(Muyldermans, 2001).  

La plus petite entité humaine contenant l’ensemble du paratope est le fragment Fv. Pour 

stabiliser l’association non covalente des domaines VH et VL, quelques acides aminés 

peuvent être introduits entre eux, généralement entre 15 et 20. On parle alors de fragment 

variable simple chaine scFv (single-chain Fv). Il existe des scFv de type VH-linker-VL ou VL-
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linker-VH (Figure 7). Ces scFv ont une masse molaire d’environ 25 kDa, ils conservent 

théoriquement l’affinité de l’anticorps entier dont ils sont issus mais perdent l’avidité conférée 

par la bivalence des immunoglobulines. Certains scFv ont été décrits comme instables et avec 

une tendance à agréger. Pour remédier à ce problème, des ponts disulfures ont pu être 

introduits dans les régions frameworks pour stabiliser l’interaction entre les deux domaines, 

tout en gardant leur affinité et leur spécificité (Reiter et al., 1994), ou des librairies de scFv ont 

été construites par mutations de CDR sur un framework connu pour sa stabilité et sa solubilité 

(Philibert et al., 2007). 

Les Fab contiennent la totalité de la chaine légère et la partie de la chaine lourde située en 

amont du site de clivage à la papaïne. Les 2 chaines sont reliées par un pont disulfure comme 

dans les Ig entières (Figure 7). Ce sont des monomères d’environ 50 kDa. Ils sont 

généralement plus stables que les scFv grâce aux domaines CL et CH1. En effet, les scFv 

issus de librairies synthétiques sont parfois incapables de se replier correctement ou perdent 

leur affinité une fois reformatés au format Fab ou en Ig entière (Chan et al., 2011). Le Fab’ 

contient les ponts disulfures reliant les chaines lourdes. Il peut donc se dimériser en F(ab’)2 

(Figure 7). 

 

Figure 7 : Représentation schématique de différents formats d’anticorps (IgG). Pour plus de clarté, la glycosylation 

n’est pas représentée. 

Ces 3 formats (VHH, scFv et Fab) lient leur antigène efficacement mais leur monovalence, 

leur taille et l’absence de fragment Fc influent sur différents paramètres. Ils perdent les 

fonctions effectrices du fragment Fc (ADCC et CDC). Leur demi-vie est plus courte que celle 

des IgG à cause de l’absence de recyclage par le FcRn. Ces fragments sont stables dans le 

plasma et peu sujets à la protéolyse. Leur principale voie d’élimination est donc le métabolisme 

rénal (Filpula, 2007). La filtration glomérulaire laisse passer les protéines inférieures à 70 kDa, 

c’est le cas des Fab, des scFv et des sdAb dont la clairance rénale s’avère rapide. Un scFv 

dimérique anti-HER2 (créé par l’introduction d’un pont disulfure entre 2 scFv) possède une 

clairance plus lente que son équivalent monomérique. Les 2 formes sont présentes de façon 

spécifique au niveau de la tumeur obtenue par xénogreffe et de façon équivalente après leur 
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administration par voie intraveineuse. Par contre, l’augmentation d’avidité du scFv dimérique 

explique une meilleure rétention tumorale (Adams et al., 1993).  

Plus récemment, 9 scFv anti-EGFR se liant au même épitope mais d’affinités différentes d’un 

facteur 250 ont été reformatés en Fab et IgG entière. Le passage au format Fab modifie peu 

les affinités des scFv, elles sont parfois plus fortes et parfois moins fortes. Ces affinités sont 

corrélées avec la capacité à induire la signalisation en aval de l’EGFR et une inhibition de 

prolifération. L’IgG entière présente quant à elle une meilleure affinité que le Fab 

correspondant pour tous les clones, d’un facteur 100 à 4000. Sa divalence lui confère des 

propriétés anti-prolifératives plus importantes que les fragments monovalents d’affinité 

comparable (Zhou et al., 2012). 

Etant donné l’importance du fragment Fc en terme de fonctions effectrices et de 

pharmacocinétique, les fragments d’anticorps sélectionnés par phage display sont la plupart 

du temps clonés pour être reformatés en (sdAb)2-Fc, (scFv)2-Fc ou IgG entière (Figure 7). Ils 

sont alors produits généralement en cellules eucaryotes puis testés in vitro et in vivo. 

L’utilisation de ce genre de technique est moins long à mettre en œuvre que la génération 

d’hybridomes.  

4. Production d’anticorps monoclonaux recombinants 

a. Choix de la technique de production 

Le choix de la technique de production d’anticorps monoclonaux recombinants doit prendre 

en compte différents paramètres :  

1) le rendement, en termes de quantité produite et de temps de production.  

2) la qualité de l’anticorps obtenu, en terme d’homogénéité et de nature des modifications 

post-traductionnelles qui seront très différentes suivant l’organisme utilisé et qui doivent être 

les plus proches possibles de celles retrouvées naturellement dans les anticorps humains. Le 

motif de glycosylation joue notamment un rôle important car il peut être synonyme 

d’immunogénicité.  

3) le coût de la production en elle-même et des opérations de purification en aval. 

Ces paramètres auront des importances variables suivant que l’on se place dans un contexte 

de recherche de nouveaux candidats thérapeutiques ou dans un contexte de production à 

grande échelle. En effet, la qualité aura une importance cruciale lorsqu’il s’agira d’être 

conforme aux Bonnes Pratiques de Fabrication (ou GMP good manufacturing practices) en 

vue d’une approbation par la FDA ou l’EMA. 
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b. Production en cellules eucaryotes 

Les système eucaryotes les plus utilisés sont les cellules mammifères ou les levures. Des 

fungi filamenteux, des protozoaires et des cellules d’insectes ont également été utilisés pour 

produire des IgG ou des fragments d’IgG mais ne seront pas détaillés ici. 

i. Cellules mammifères  

La manipulation génétique de cellules mammifères a rendu possible le développement de 

lignées recombinantes. La plupart des anticorps monoclonaux sur le marché sont produits en 

cellules mammifères en suspension dans un milieu sans sérum (chimiquement défini), grâce 

à leurs capacités de repliement, de sécrétion et d’introduction de modifications post-

traductionnelles similaires à celles qui sont naturellement présentes sur les immunoglobulines 

humaines. Ceci permet de réduire au mieux le risque d’immunogénicité. Ces cellules sont 

transfectées par des vecteurs contenant l’ADN codant pour l’anticorps grâce à des agents 

chimiques ou par électroporation. Les anticorps seront sécrétés dans le milieu de culture en 

transitant par le réticulum endoplasmique des cellules. Comme les IgG entières contiennent 

une chaine lourde et une chaine légère, il est possible de co-transfecter deux vecteurs 

contenant chacun une des chaines ou de transfecter un seul vecteur bicistronique. Les IRES 

(internal ribosome entry site) permettent la traduction de deux cistrons à partir d’un seul 

transcrit. Il existe des IRES mutés permettant de moduler les efficacités de traduction des deux 

chaines. En effet, le ratio entre la chaine lourde et la chaine légère a une grande influence sur 

le rendement de sécrétion d’anticorps (Li et al., 2007).  

Lorsqu’un ADN est transfecté dans des cellules, une très faible partie de celui-ci va s’intégrer 

au génome cellulaire. Pour n’isoler que les cellules l’ayant intégré, on utilise des vecteurs 

contenant un gène de résistance à un antibiotique ou on co-transfecte ce type de vecteur avec 

le vecteur contenant l’ADN d’intérêt. Par exemple, le gène de résistance à la néomycine 

permet de résister à une pression de sélection à la généticine. Une autre possibilité est 

d’utiliser des lignées cellulaires manipulées génétiquement pour être déficientes en certaines 

enzymes comme par exemple la dihydrofotate réductase (DHFR) ou la glutamine synthétase 

(GS). Dans ce cas, il manque un métabolite aux cellules, respectivement l’hypoxantine et 

thymidine ou la glutamine. L’ADN d’intérêt est donc co-transfecté avec le gène codant pour 

l’une de ces deux enzymes et seules les cellules transfectées vont croitre. De plus, ce gène 

sera sous le contrôle d’un promoteur fort qui permettra sa propre amplification et l’amplification 

de l’ADN d’intérêt placé sur le même vecteur. La production d’anticorps sera donc favorisée 

(Gaughan, 2015). Il est également possible de favoriser l’intégration chromosomique en 
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utilisant des enzymes de recombinaison. La transfection stable permet donc aux cellules 

transfectées et à leurs cellules filles de sécréter l’anticorps dans leur milieu de culture de façon 

continue pendant plusieurs semaines en garantissant son homogénéité. Elle est utilisée pour 

les productions à grande échelle.  

A l’inverse, lors d’une transfection transitoire l’ADN est perdu lors de la mitose des cellules 

(voire plus tôt) donc la culture ne dure que quelques jours. Ce type de transfection est utilisé 

dans les phases de recherche où l’on n’a pas besoin d’être aussi reproductible que lors de la 

production de quantités commerciales. Cependant, il est possible d’optimiser les conditions 

pour obtenir plusieurs grammes d’anticorps (Baldi et al., 2007). 

Les facteurs influençant le rendement de production d’anticorps sont : le choix du vecteur 

d’expression, les conditions de transfection et la lignée cellulaire. Les lignées les plus utilisées 

pour l’expression d’anticorps sont les CHO, NSO, Sp2/0, HEK293 et PER.C6. Les seules 

utilisées pour la production d’anticorps sur le marché sont les CHO, NS0 et Sp2/0 (Dumont et 

al., 2015). Pour être exploitées en production à grande échelle, les lignées doivent :  

1) supporter une sécrétion importante d’anticorps pendant un temps suffisamment long en 

bioréacteur, tout en maintenant une viabilité et une densité cellulaires hautes en suspension 

et en milieu sans sérum, ainsi qu’une stabilité génétique. 

2) rendre possible un scale-up sans trop perdre en efficacité. 

3) exprimer des protéines avec des modifications post-traductionnelles proches de celles 

rencontrées naturellement chez l’Homme. 

4) être bien caractérisée pour garantir la sureté des protéines obtenues (Rita Costa et al., 

2010). 

Les CHO (ovaire de hamster chinois) sont utilisées pour produire 70% des protéines 

thérapeutiques sur le marché (Kim et al., 2011). Elles sont également les plus utilisées pour 

produire les anticorps en quantités industrielles. Différentes lignées dérivées ont été créées 

pour améliorer la qualité et la quantité d’anticorps produits comme CHO-K1, DUXB11, DG44 

(Frenzel et al., 2013). Il est donc possible d’obtenir jusqu’à 1g d’anticorps par litre de culture 

en réacteur à alimentation discontinue (batch reactor) et 10 g/L en réaction à alimentation 

continue (fed-batch reactor) (Kunert and Reinhart, 2016). Cependant sans bioréacteur, les 

rendements sont plus faibles car les densités cellulaires atteintes sont moins hautes. La NS0 

et la Sp2/0 sont des lignées de myélomes murines qui produisent deux glycanes 

immunogènes : l’α-1,3-galactose et l’acide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc) (Liu et al., 

2014a). Elles sont donc moins fréquemment utilisées.  
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Les HEK293 (épithélium rénal embryonnaire) sont beaucoup utilisées pour les transfections 

transitoires. Deux lignées : HEK293T et HEK293E en sont dérivées. Elles ont respectivement 

été transformées par l’antigène large T du virus simien 40 (SV40) ou l’antigène nucléaire 1 du 

virus Epstein Barr (EBNA1). Ceci va permettre une propagation épisomale semi-stable des 

vecteurs contenant les origines de réplication de ces deux virus. Les HEK293-6E sont un autre 

variant contenant l’EBNA1 tronqué pouvant être cultivées en suspension et en milieu sans 

sérum. Elles ont permis la production d’anticorps au format (scFv)2-Fc avec des rendements 

jusqu’à 0.6 g/L par culture classique en fioles sous agitation (Frenzel et al., 2013). 

ii. Levures 

Les levures ont l’avantage d’être robustes et nécessitent un milieu de culture très simple 

comme les bactéries. En revanche, leur capacité de sécrétion est supérieure à celles-ci, 

notamment pour les Ig entières, et elles ne produisent pas d’endotoxines. Il est plus facile 

d’obtenir des clones d’expression stables car la recombinaison non homologue est plus 

fréquente chez les levures que chez les eucaryotes supérieures comme les cellules 

mammifères. De plus, la production en cellules mammifères est plus longue à mettre en place 

car il faut trouver le bon clone avec une bonne productivité et le scale-up est plus compliqué 

car il y a formation de métabolites inhibiteurs comme le lactate et l’ammonium à partir des 

sources de carbone principales qui sont le glucose et la glutamine. Pour les fragments 

d’anticorps tels que les scFv, VHH, Fab et F(ab’)2, la différence de glycosylation entre les 

levures et les cellules mammifères n’a pas d’importance puisqu’ils sont rarement glycosylés. 

En revanche, pour la production d’anticorps contenant le fragment Fc, cette différence s’avère 

cruciale car la présence d’un grand nombre de mannoses est immunogènes pour l’Homme. 

Pichia pastoris et Saccharomyces cerevisiae sont les souches les plus utilisées (Frenzel et al., 

2013; Spadiut et al., 2014). 

P. pastoris est la souche ayant été la plus utilisée pour la production d’anticorps car elle est 

plus modulable. Elle a la particularité d’utiliser la métabolisation du méthanol comme seule 

source de carbone. La première étape de ce processus est son oxydation par l’alcool 

oxygénase (AOX). Le promoteur AOX1 est donc contrôlable par le méthanol et est utilisé pour 

diriger l’expression des fragments d’anticorps d’intérêt (Frenzel et al., 2013). La souche a été 

manipulée pour augmenter la sécrétion de protéines hétérologues (en particulier des protéines 

supérieures à 30 kDa) de différentes façons : la surexpression de protéines aidant au 

repliement (comme les chaperones et la disulfure isomérase), l’inactivation de protéases 

endogènes, l’amélioration des voies de trafic intracellulaire ou encore l’humanisation des 

motifs de glycosylation (Spadiut et al., 2014). Ainsi, la production de fragments scFv a donné 

des rendements allant de 70 mg/L (Gurkan et al., 2004) à 250 mg/L (Eldin et al., 1997) en 

culture classique et jusqu’à 8 g/L en bioréacteur (Damasceno et al., 2006). Il est possible 
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d’obtenir 10 à 30 mg/L de (scFv)2-Fc (Liu et al., 2003). Les IgG entières ou les Fab sont 

obtenus par co-transfection de deux plasmides contenant la chaine lourde ou la chaine légère 

avec une séquence signal N-terminale permettant leur sécrétion dans le milieu de culture. Les 

Fab ont pu être produits à hauteur de 1 à 50 mg/L en culture classique et 0.5 g/L en bioréacteur 

(Gasser et al., 2006). Peu d’IgG entières ont été produites en levures, mais il a été possible 

d’atteindre 1 g/L en bioréacteur chez P. pastoris (Potgieter et al., 2010). 

P. pastoris produit moins d’hyperglycosylations à des positions non naturelles que S. 

cerevisiae (en particulier moins d’hypermannosylations) et sa glycosylation est plus proche de 

celle de l’Homme puisque 85% des oligosaccharides présents sont de type Man8–14GlcNAc2 

(Grinna and Tschopp, 1989). L’élimination des voies de glycosylation endogènes de P. 

pastoris a permis de créer une voie synthétique de glycosylation in vivo et d’obtenir un glycane 

bi-antennaire humain : GlcNAc2-Man3-GlcNAc2 (Hamilton et al., 2003). Le glycane complet 

sialylé à ses extrémités a été obtenus par le même groupe quelques années plus tard 

(Hamilton et al., 2006). L’utilisation d’une souche glyco-modifiée a ensuite permis de produire 

une IgG de même séquence que le trastuzumab chez P. pastoris et d’obtenir un motif de 

glycosylation très similaire à celui du trastuzumab commercial. De plus, cet anti-HER2 a une 

activité antagoniste similaire, et déclenche davantage d’ADCC que le trastuzumab car il est 

afucosylé (voir la partie « optimisation des anticorps » A.5.a.ii). L’inhibition de croissance 

tumorale chez la souris et la pharmacocinétique chez la souris et le singe sont également 

comparables (Zhang et al., 2011).  

Pour finir, deux nanobodies produits chez P. pastoris sont actuellement en essais 

cliniques. L’ALX-0171 est un anti-RSV (virus respiratoire syncytial), il est donc utilisé en cas 

d’infection par ce virus (Detalle et al., 2015). L’ALX-0061 est un anti-récepteur à l’interleukine 

6 utilisé pour traiter l’arthrite rhumatoïde (Van Roy et al., 2015).  

c. Production en cellules procaryotes 

Les bactéries sont divisées en deux parties : les gram-positives et les gram-négatives. Les 

gram-positives ne possèdent pas de membrane externe, les protéines hétérologues exprimées 

sont donc sécrétées dans le milieu de culture (Figure 8). Elles ont déjà été utilisées pour 

produire des fragments d’anticorps. Cependant, ce type de bactéries reste très peu utilisé et 

est encore au stade de développement (Frenzel et al., 2013). 

A l’inverse, les bactéries gram-négatives, et en particulier Escherichia coli, ont beaucoup été 

utilisées pour produire des fragments d’anticorps. Les avantages de cette souche sont : 1) sa 

croissance rapide et inégalée car il faut en moyenne seulement 20 minutes pour doubler la 

population. 2) des densités cellulaires importantes pouvant être atteintes facilement : environ 

1010 cellules/mL au maximum avec un équipement simple de laboratoire. Des quantités de 
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protéines exogènes importantes peuvent donc être produites en peu de temps (Sezonov et 

al., 2007). 3) son milieu de culture très bon marché. 4) sa capacité à être transformée 

facilement et rapidement par un plasmide contenant un ADN exogène ainsi que sa robustesse 

par rapport à des cellules eucaryotes.  

Lorsque l’on produit une protéine chez E. coli, elle peut être sécrétée vers le périplasme, voire 

dans le milieu de culture dans certaines conditions de culture (Kipriyanov et al., 1997), ou 

rester dans le cytoplasme.  

 

Figure 8 : Composition membranaire des bactéries gram-négatives (a) et gram-positives (b) (Brown et al., 2015) 

i. Production en périplasme 

Le périplasme correspond à l’espace inter-membranaire des bactéries gram-négatives. Pour 

provoquer le transport vers cet espace, il faut introduire un peptide signal à l’extrémité N-

terminale de la protéine d’intérêt. Cette séquence signal va cibler la voie Sec ou la voie SRP 

qui sont toutes deux périplasmiques (Frenzel et al., 2013). Dans ce cas, les ponts disulfures 

de la protéines seront formés grâce à un processus d’échange de sulfures qui est 

principalement catalysé par des protéines de la famille Dsb présentes dans l’espaces 

périplasmique (Messens and Collet, 2006). Au début des années 1990, il était déjà possible 

d’obtenir des Fab’ produits en périplasme de E. coli avec de très bons rendements. Par 

exemple, le Fab’ 4D5, qui sera à l’origine du trastuzumab, a pu être obtenu à hauteur de 1 à 

2 g/L en fermenteur grâce à des densité cellulaires 100 fois supérieures à la celles obtenues 

classiquement en fioles. A partir de celui-ci, le F(ab’)2 a été reformé chimiquement ou 

spontanément in vitro. Il montre les mêmes propriétés de liaison à HER2 que le F(ab’)2 produit 

en cellules mammifères ainsi que la même activité anti-proliférative (Carter et al., 1992). 

Cependant, ce très bon rendement fait figure d’exception en production périplasmique. Avec 

des cultures en fioles, les meilleurs rendements obtenus sont de l’ordre de la dizaine de 

milligrammes par litre de culture : 12mg/L pour un Fab (Nadkarni et al., 2007) et 16.2 mg/L 
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pour un scFv (Kipriyanov et al., 1997). La co-expression d’un scFv et d’une chaperone 

périplasmique (Skp ou FkpA) donne davantage de sécrétion dans le milieu de culture : jusqu’à 

40 mg/L (Sonoda et al., 2011). Une banque d’un format alternatif, le scFab, qui consiste à 

relier les chaines du Fab par un linker comme pour un scFv, a été construite. Le linker a été 

allongé pour diminuer au maximum l’agrégation. En périplasme on peut ainsi produire 1 à 3 

mg/L (Koerber et al., 2015). 

Deux Fab approuvés par la FDA sont actuellement produit dans le périplasme d’E. coli : le 

ranibizumab (Lucentis®) et le certolizumab pegol (Cimzia®) et utilisés respectivement pour le 

traitement de la dégénérescence maculaire liée à l’âge et de maladies inflammatoires. Le 

promiplostim (Nplate®) est également produit chez E.coli et approuvé par la FDA en cas de 

thrombopénie. Le fragment Fc d’une IgG1 humaine est fusionné à ces deux extrémités N-

terminales à un peptide liant le récepteur à la thrombopoïétine. Son activité biologique est 

assurée par le peptide qui a un rôle agoniste. Le fragment Fc a pour but d’augmenter la demi-

vie plasmatique donc l’absence de glycosylation n’est pas un problème pour cette application 

(Molineux and Newland, 2010). 

ii. Production en cytoplasme 

La seconde possibilité pour produire des protéines chez E. coli est leur accumulation dans le 

cytoplasme en l’absence de peptide signal. Ce type de production donne globalement de 

meilleurs rendements car on s’affranchit de l’étape de translocation membranaire vers le 

périplasme. Cependant, les protéines y sont souvent présentes sous forme de corps 

d’inclusion, qui correspondent à des agrégats de protéines mal repliées et sont donc 

biologiquement inactifs. En effet, les protéines se retrouvent dans un environnement pouvant 

être très différent de l’environnement où elle sont normalement synthétisées, notamment au 

niveau du pH, de l’osmolarité, des mécanismes de repliement des protéines et du potentiel 

rédox. Cette tendance à l’agrégation semble être due en partie au fait que le cytoplasme d’E. 

coli est un environnement réducteur à cause de la présence de glutathion réductase et de 

thiorédoxine réductase (Prinz et al., 1997). Les ponts disulfures des protéines produites s’y 

forment donc très peu. Or, l’absence des ponts disulfures intrachaines affecte la stabilité des 

anticorps. Différentes stratégies ont donc été développées pour augmenter la production de 

fragments d’anticorps solubles (donc plus actifs) dans le cytoplasme : la dénaturation suivie 

du refolding des corps d’inclusion, la sélection de fragments très stables malgré l’absence de 

ponts disulfures, et la création de souches bactériennes permettant la formation des ponts 

disulfures dans le cytoplasme. 
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Les protéines insolubles peuvent être dénaturées après purification puis renaturées en les 

laissant se replier in vitro. Cette technique n’est pas la plus efficace car la dénaturation peut 

s’avérer en partie irréversible (Martineau and Betton, 1999). 

Certains anticorps peuvent être stables sans ponts disulfures. Lorsque les cystéines du scFv 

4D5 (correspondant aux parties variables du trastuzumab) sont substituées par une valine du 

côté N-terminal et par une alanine du côté C-terminal, celui-ci conserve sa capacité à se replier 

correctement lors de sa production en périplasme d’E. coli ainsi que les mêmes propriétés de 

liaison. En théorie, n’importe quel scFv pourrait ne pas avoir besoin de ses cystéines, donc de 

ses ponts disulfures, pour être stable (Wörn and Plückthun, 1998). Pour cela, il est nécessaire 

que la stabilité thermodynamique initiale soit suffisamment importante, ce qui n’est pas 

toujours le cas pour les domaines des fragments d’anticorps. Des fragments stables ont été 

obtenus par un système de mutagénèse permettant la sélection génétique de scFv ayant une 

bonne expression cytoplasmique et une bonne fonctionnalité. Le meilleur scFv (13R4) a été 

produit avec un très bon rendement de 500 mg/L en fiole. Malgré l’absence de ponts disulfures 

due à son expression cytoplasmique, il est bien replié, contrairement au scFv 13 à partir duquel 

il a été optimisé, qui lui est totalement insoluble (Martineau et al., 1998). Ce clone 13R4 a 

permis de construire une banque d’environ un milliard de scFv humains ayant des hauts taux 

d’expression en cytoplasme. La diversité a été introduite au niveau du CDR3 des domaines 

VH et VL qui va varier en termes de composition et de longueur. Les scFv obtenus sont purifiés 

à hauteur d’environ 50 mg/L de culture et sont fonctionnels (Philibert et al., 2007).  

iii. Production en cytoplasme oxydant 

Pour obtenir un cytoplasme oxydant et augmenter la solubilité des fragments produits, il est 

possible de jouer sur les voies de signalisation réductrices du cytoplasme et sur les 

chaperones ou les foldases qui favorisent le repliement protéique. La délétion de la 

thiorédoxine réductase (trxB-) et de la glutathion réductase (gor-) combinées à la mutation du 

gène ahpC (codant pour une peroxirédoxine) dans les souches utilisées pour produire des 

protéines leur confèrent un potentiel rédox similaire à celui retrouvé dans le réticulum 

endoplasmique des cellules eucaryotes (Ritz et al., 2001). Plusieurs souches contenant ses 

mutations sont commercialisées. Par exemple, deux Fab fonctionnels ont ainsi pu être produits 

à hauteur de 10 à 30 mg/L en cytoplasme oxydant (Venturi et al., 2002). Ces délétions ont 

également été combinées à la co-expression de chaperones qui facilitent le repliement des 

protéines ou de l’isomérase DsbC qui corrige les erreurs d’oxydation. La co-expression d’un 

Fab avec des chaperones cytoplasmiques (GroEL/ES, trigger factor ou DnaK/J) ou avec des 

chaperones périplasmiques sans séquence signal (Skp ou DsbC) a été réalisée dans une 

souche trxB- gro-. Skp donne le meilleur résultat avec 5 à 6 fois plus de Fab correctement 

replié en cytoplasme. Cependant le rendement de 0.8 mg/L reste assez faible. Un cytoplasme 
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oxydant peut aussi être obtenu en ciblant la sulfhydryle oxydase Erv1p, qui catalyse la 

formation de ponts disulfures. La co-expression cytoplasmique d’un VHH et d’Erv1p conduit à 

une meilleure stabilité et à des rendements d’environ 10 mg/L, soit 20 à 40 fois supérieurs à 

la production classique (Veggiani and de Marco, 2011). 

iv. Alternatives à l’absence de glycosylation 

E. coli a été peu utilisée pour produire des anticorps entiers car il est difficile d’y produire des 

protéines supérieures à 60 kDa à cause de l’énergie nécessaire à leur transport 

transmembranaire. Il est également impossible d’obtenir des glycosylations avec une souche 

naturelle. Comme la glycosylation est critique pour la liaison du fragment Fc aux FcγR et au 

C1q, des mutations sur le Fc ont été décrites comme permettant leur fixation en absence de 

glycosylation et des souches bactériennes ayant la capacité de glycosyler les protéines ont 

été développées. 

Des IgG entières aglycosylées peuvent être exprimées et assemblées dans le périplasme d’E. 

coli en utilisant un système bicistronique permettant des niveaux de traduction différents entre 

la chaine lourde et la chaine légère. En fermenteur, les rendements atteignent les 150 mg/L. 

A cause de l’absence de glycosylation, l’IgG1 obtenue ne se lie plus aux FcR ni au C1q mais 

elle conserve sa fixation à son antigène et au FcRn. Sa demi-vie est la même que celle de 

l’équivalent produit en cellules eucaryotes d’après une étude pharmacocinétique menée sur 

des singes. Ce type de production ne convient donc que pour des anticorps qui n’ont pas 

besoin de fonctions effectrices pour avoir une activité biologique, comme par exemple les ADC 

ou les antagonistes. Cependant, pour obtenir la sécrétion de chaines complètes, il a fallu 

diminuer les niveaux de traduction en utilisant différentes régions d’initiation de traduction 

(Simmons et al., 2002). Un autre moyen d’obtenir des IgG chez E. coli a été d’utiliser des 

plasmides low-copy, de diminuer la quantité d’inducteur utilisée pour déclencher l’expression 

périplasmique et de déclencher cette induction lorsque les bactéries ont atteint une phase de 

croissance plus avancée. Ceci permet de moduler les taux de traduction. Les IgG ainsi 

obtenues ont des avidités comparables aux IgG équivalentes produites en cellules 

mammifères (Chan et al., 2010). En revanche, il est possible de muter des anticorps 

aglycosylés pour qu’ils puissent tout de même posséder des fonctions effectrices. Les IgG 

possédant les mutations S239D/N297D/I332E et N297D/A330Y/I332E sont capables de se 

lier au FcγRIIIA avec une affinité correspondant respectivement à 28% et 43% de celle 

obtenue avec l’IgG glycosylée sauvage (Lazar et al., 2010). Un autre groupe a développé le 

mutant S298G/T299A qui est aglycosylé car la glycosylation a lieu sur la séquence NX(S/T). 

Il possède des affinités au FcγRIIA et FcγRIIB comparables à celles de l’IgG sauvage 

glycosylé. L’engagement du FcγRIIA a pour conséquence un effet de réduction plaquettaire 

lorsque les mutations sont introduites sur un anticorps ciblant les plaquettes (Sazinsky et al., 
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2008). Tous ces mutants ont été produits en cellules eucaryotes mais on peut supposer que 

des résultats similaires auraient pu être obtenus en bactéries. Le mutant E382V/M428I a quant 

à lui été appliqué chez E. coli. Il a été isolé à partir d’une banque de Fc aglycosylés produits 

chez E. coli pour sa liaison au FcγRI comparable à celle de son équivalent glycosylé et son 

absence de liaison aux autres FcγR. Ces substitutions ont été introduites sur le trastuzumab 

qui a alors été produit dans le périplasme d’E. coli. Il possède la même demi-vie sérique dans 

un modèle de souris et est capable de déclencher l’ADCC via les cellules dendritiques alors 

que le trastuzumab glycosylé n’est pas capable d’activer cette population cellulaire car il ne se 

lie pas au FcγRI (Jung et al., 2010). Cette mutation a été utilisée pour produire une IgG entière 

dans le cytoplasme d’E. coli capable de se lier au FcgRI, FcgRIIa, FcgRIIb et FcgRIIIa. Cette 

IgG comprend des domaines variables et CH1 humains et des domaines CH2, CH3 et CL 

murins. Elle a été exprimée dans un vecteur bicistronique dans une souche trxB- gor- 

permettant d’avoir un cytoplasme oxydant. Lorsque la DsbC est co-exprimée dans le 

cytoplasme, la liaison de l’IgG à sa cible est meilleure. Des rendements jusqu’à 25 mg/L ont 

été obtenus alors que dans une souche sauvage rien n’est produit. Ceci confirme le fait que 

les immunoglobulines se replient mal en cytoplasme (Robinson et al., 2015). 

Campylobacter jejuni, qui fait partie des protéobactéries ε, possède un système de N-

glycosylation pouvant être transféré chez E. coli. Le motif de glycosylation consiste en un 

heptasaccharide : GalNAc2- GalNAc(Glc)-GalNAc2-di-N-acétyle-bacillosamine (GalNAc = N-

acétylgalactosamine. Glc = glucose). Cette N-glycosylation est spécifique de la séquence 

(D/E)XNZ(S/T) avec X et Z pouvant être n’importe quel acide aminé exceptée la proline. Ce 

système a permis d’obtenir un scFv mono- ou di-glycosylé grâce à l’introduction d’une ou deux 

séquence(s) DQNAT au sein du linker. La di-glycosylation du scFv a permis d’améliorer sa 

solubilité et d’augmenter sa résistance à la protéolyse (Lizak et al., 2011). Néanmoins, ce motif 

de glycosylation est très différent de celui rencontré chez l’Homme (Figure 9A). Pour pallier à 

cette différence, l’introduction du système de glycosylation modifié de C. jejuni a été combiné 

à seconde étape de glycosylation in vitro. La modification de ce système a pour but de produire 

un glycane (GalNAc)5-GlcNAc-Und PP. Ce glycane va être clivé pour ne conserver que le 

premier GlcNAc puis une transglycosylation enzymatique va permettre d’obtenir un GlcNAc 

supplémentaire lié à la bi-antenne tri-mannose caractéristique des eucaryotes (Figure 9B). 

Cette technique a entre autres été appliquée à un domaine CH2 d’une IgG humaine. Pour 

cela, la séquence originale QYNST où se trouve la glycosylation du Fc a été mutée par DFNST 

pour que l’Asn puisse être reconnue par le système glycosylatoire de C. jejuni. Cependant, 

seulement moins de 5% de domaine CH2 a été glycosylé, contrairement à d’autres protéines, 

donc ce système n’est pas applicable en l’état pour la glycosylation d’un fragment Fc (Schwarz 

et al., 2010).  
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Figure 9 : Introduction de systèmes de glycosylation chez E. coli. A) Comparaison du motif de N-glycosylation chez 

l’Homme et chez C. jejuni. B) Motif de N-glycosylation de C. jejuni modifié suivie d’une étape de transglycosylation 

in vitro. Fuc : fucose, NANA : acide N-acétylneuraminique, Gal : galactose, GalNAc : N-acétylgalactosamine, Glc : 

glucose, GlCNac : N-acétylglucosamine, Man : mannose.  

5. Applications thérapeutiques et cibles 

Les anticorps monoclonaux et leurs dérivés sont devenus la classe majoritaire au sein du 

marché des bio-médicaments. En 2013, leurs ventes ont rapporté environ 75 milliards de 

dollars, soit la moitié des ventes des produits biopharmaceutiques. En avril 2016, 59 anticorps 

monoclonaux sont approuvés aux Etats-Unis et en Europe pour le traitement de pathologies 

variées, sans compter la quinzaine qui ont été retirés du marché pour des raisons diverses. 

En novembre 2015 environ 300 candidats étaient au stade de développement clinique, donc 

le marché est encore en pleine expansion (Ecker et al., 2015). Le premier domaine d’utilisation 

d’anticorps monoclonaux thérapeutiques est l’oncologie. Ils sont aussi indiqués dans le 

traitement de maladies auto-immunes, inflammatoires, du système nerveux central, 

cardiovasculaires, respiratoires, infectieuses et musculaires/squelettiques. 

Les anticorps monoclonaux font partie de l’immunothérapie. Leur haute spécificité antigénique 

limite leur toxicité par rapport à d’autres traitements. Leurs cibles peuvent être des récepteurs 

membranaires ou solubles, surexprimés, mutés ou tissu-spécifiques. Ils peuvent également 

être dirigés contre des ligands. Lorsqu’ils sont dirigés contre des checkpoints immunologiques, 

on parle d’immunothérapie active car l’objectif est de stimuler le système immunitaire auquel 

les tumeurs avaient échappé. Lorsqu’ils sont dirigés contre la tumeur ou son stroma, on parle 
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d’immunothérapie passive. Les anticorps pourront alors éventuellement stimuler le système 

immunitaire par leur fragment Fc.  

L’immunothérapie anti-cancéreuse a été initiée par Wiliam Coley dans les années 1890. Il a 

découvert que l’injection de bactéries mortes provoquait une réaction immunitaire pouvant 

conduire à une régression tumorale. Le premier anticorps anti-cancéreux approuvé par la FDA 

a été le rituximab (Rituxan® et MabThera®). Il a été mis sur le marché en 1997 dans le 

traitement des lymphomes non-Hodgkiniens. A l’heure actuelle les anticorps monoclonaux 

sont utilisés pour traiter aussi bien des tumeurs solides que liquides. 

L’immunothérapie cancéreuse est basée sur l’existence d’antigènes associés aux tumeurs ou 

TAA (tumor-associated antigens) qui sont des antigènes membranaires ou solubles produits 

par les cellules tumorales et qui induisent une réponse immune adaptative chez le patient. Il 

existe 3 types de TAA : 1) les antigènes spécifiques des tumeurs, non exprimés par les cellules 

saines, 2) les antigènes de différentiation qui sont exprimés par la tumeur et par les cellules 

différentiées saines dont cette tumeur est issue, 3) les antigènes du soi, qui sont surexprimés 

dans les tumeurs par rapport aux tissus sains (Wurz et al., 2016). Idéalement, un antigène doit 

être abondant, accessible, exprimé le plus exclusivement possible au niveau des cellules 

tumorales, et ceci de façon homogène. La sécrétion de l’antigène peut réduire l’efficacité 

thérapeutique de l’anticorps qui se liera à cet antigène dans la circulation et atteindra moins 

bien la tumeur. Il existe différents type d’antigènes : les antigènes de différenciation 

hématopoïétiques, les glycoprotéines, glycolipides et carbohydrates exprimés par les tumeurs 

solides, les antigènes impliqués dans l’angiogénèse, les facteurs de croissance, les protéines 

du stroma et de la matrice extracellulaire (Scott et al., 2012). 

Les anticorps monoclonaux peuvent être utilisés seuls ou en association avec d’autres 

traitements comme la chimiothérapie ou la radiothérapie. Il est également envisageable de 

combiner plusieurs anticorps (Henricks et al., 2015) ou un anticorps avec une thérapie ciblée 

comme par exemple les inhibiteurs de tyrosine kinase (Noto et al., 2013). La plupart des 

anticorps approuvés par la FDA présentent des toxicités plus faibles que les traitements 

classiques, car ils ont moins d’effet sur les cellules saines. Néanmoins, même en étant humain, 

un anticorps reste immunogène par son idiotype, voire son allotype, et peut entrainer différents 

effets secondaires notamment au niveau immunologique et cutané (Baldo, 2013). Comme 

pour les autres types de traitement du cancer, il peut y avoir apparition de résistances (Reslan 

et al., 2009) ou une absence d’effets thérapeutiques chez certains patients (Scott et al., 2012). 

Ces raisons montrent donc la nécessité de découvrir de nouveaux anticorps thérapeutiques. 
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6. Mécanismes d’action des anticorps anti-cancéreux 

Les anticorps conduisent à la mort cellulaire des cellules tumorales par différents mécanismes. 

Ils peuvent agir directement sur la tumeur (en bloquant un récepteur ou un ligand, en induisant 

l’apoptose, ou grâce aux molécules auxquelles ils sont conjugués), moduler l’action du 

système immunitaire (via leur fragment Fc ou en ciblant des molécules immuno-régulatrices), 

ou avoir une action sur le microenvironnement tumoral. 

Les anticorps peuvent perturber la signalisation en aval de l’antigène tumoral ciblé (Figure 

10A). C’est notamment le cas de ceux ciblant les récepteurs de facteurs de croissance comme 

la famille HER (récepteurs au facteur de croissance épidermique). Le cetuximab (Erbitux®) 

est un anti-EGFR (anti-HER1) utilisé dans le traitement du cancer colorectal métastatique et 

du cancer de la tête et du cou en association avec la chimio- ou la radiothérapie. L’EGFR est 

un récepteur à activité tyrosine kinase qui peut devenir constitutivement actif lorsqu’il contient 

certaines mutations, c’est donc un proto-oncogène. Lorsqu’il est activé, l’EGFR stimule 

plusieurs voies de signalisation, notamment les voies MAP kinases, PI3 kinases, et STAT, ce 

qui conduit à une prolifération et à une survie cellulaires accrues. Le cetuximab est un 

antagoniste qui bloque la liaison de l’EGF et la dimérisation du récepteur, ce qui conduit à 

l’arrêt du cycle cellulaire et à l’apoptose (Li et al., 2005; Patel et al., 2009). Le récepteur HER2, 

contrairement aux autres membres de la famille HER, n’a pas de ligand connu. Il adopte en 

permanence une conformation permettant son hétéro-dimérisation et une activité proliférative. 

Le trastuzumab (Herceptine®) est utilisé pour traiter les cancers du sein surexprimant HER2, 

qui sont associés à un mauvais pronostic, ainsi que les cancers gastriques métastatiques. Il 

inhibe la dimérisation du récepteur nécessaire à son activité tyrosine kinase et induit sa 

destruction par endocytose (Hudis, 2007). 

A l’inverse, il existe des anticorps agonistes comme le maptamumab qui est capable d’induire 

l’activation du récepteur TRAIL 1 (TRAIL-R1) conduisant à l’apoptose. Cet anticorps est 

actuellement en essais cliniques de phase II dans les cancers du poumon, du foie et dans les 

myélomes multiples.  

Les immunoconjugués sont une variante aux anticorps « nus ». Ils sont conjugués avec des 

radionucléides, des drogues ou des toxines sur différents résidus et en différents nombres par 

molécule d’anticorps. L’objectif est de combiner le ciblage tumoral avec les effets cytotoxiques 

de la molécule associée (Figure 10A). L’anticorps est alors un outil de vectorisation. Les 

radioimmunoconjugués vont ainsi pouvoir irradier les tumeurs de façon plus spécifique qu’une 

radiothérapie classique. Deux anticorps de ce type sont approuvés par la FDA : le tositumab-
131I (Bexxar®) et l’ibritumomab tiuxetan-90Y (Zevalin®). Ce sont deux anti-CD20 utilisés contre 

les lymphomes non Hodgkiniens. Le tositumab-131I n’est plus commercialisé depuis 2014 car 
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il n’était plus assez prescrit. L’objectif des anticorps conjugués aux drogues (ADC) est de cibler 

la tumeur pour ne pas endommager les cellules saines avec la molécule cytotoxique qu’ils 

transportent et d’améliorer la fenêtre thérapeutique comparé aux chimiothérapies classiques. 

Ces drogues sont conjuguées à l’immunoglobuline par un linker qui doit être suffisamment 

stable pour ne pas libérer la drogue avant d’atteindre sa cible. L’anticorps est alors internalisé 

dans la cellule tumorale. Suivant le type de linker utilisé, il pourra être clivé par des enzymes. 

S’il n’est pas clivé, la drogue restera au sein de la cellule et l’anticorps sera dégradé en acide 

aminés. S’il est clivé, la drogue libérée pourra s’échapper de la cellule et affecter les cellules 

voisines. Deux ADC sont actuellement sur le marché : le brentuximab vedotin (Adcetris®) et 

l’ado-trastuzumab emtansine (Kadcyla®). Le brentuximab vedotin est un anti-CD30 utilisé 

contre les lymphomes Hodgkiniens et les lymphomes anaplasiques à grandes cellules 

systémiques. Il a été le premier ADC approuvé par la FDA en 2011. La monométhyl auristatine 

E (MMAE) se fixe sur la tubuline et perturbe l’activité des microtubules ce qui conduit à l’arrêt 

du cycle cellulaire et à l’apoptose. Elle est conjuguée à l’anticorps avec un linker clivable par 

la protéase cathepsine B dans les lysosomes. L’ado-trastuzumab emtansine est un anti-HER2 

couplé à l’inhibiteur d’assemblage de microtubules DM1 (maytansine) via un linker non-

clivable. Il est utilisé contre les cancers du sein métastatiques HER2-positifs après traitement 

au trastuzumab nu ou après une chimiothérapie aux taxanes. Il est aussi possible de coupler 

des toxines bactériennes aux anticorps. Aucun conjugué de ce type n’est encore approuvé par 

la FDA mais plusieurs sont actuellement en développement clinique dans le cadre de plusieurs 

cancers, comme le moxetumomab pasudotox en phase III dans le cadre de la leucémie à 

tricholeucocytes qui cible les cellules B CD22-positives. De même que pour les ADC, 

l’anticorps doit être internalisé pour que la toxine conduise la cellule en apoptose (Alewine et 

al., 2015).  

Les tumeurs sont connues pour échapper à l’action du système immunitaire en favorisant un 

microenvironnement tolérant et en activant un grand nombre de mécanismes 

immunosuppresseurs (Rabinovich et al., 2007). Il existe donc des anticorps capables de 

resensibiliser le système immunitaire aux cellules tumorales grâce au fragment Fc, soit en 

ciblant ces tumeurs pour y attirer les cellules effectrices, soit en ciblant directement les cellules 

immunes. Lorsqu’un anticorps est fixé à son antigène, il peut provoquer l’ADCC, l’ADCP, ou 

la CDC via sa liaison aux FcγR et au C1q (Figure 10B). Dans ce cas, il est donc préférable de 

maximiser la disponibilité du Fc et que l’anticorps ne soit pas internalisant. Ces effets peuvent 

avoir lieu seuls ou en combinaison avec les effets directs sur la tumeur. C’est le cas du 

cetuximab et du trastuzumab qui provoquent l’ADCC en plus de leurs effets d’inhibition de 

signalisation. Ces effets sont influencées par la sous-classe de l’IgG car ce sont les IgG1 et 

IgG3 qui interagissent le mieux avec les FcγR. Mais il existe également des variants alléliques 
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au sein de ses sous classes qui ont beaucoup d’influence sur l’affinité des Fc pour les FcγR. 

Par exemple, l’allèle FcγRIIIA 158V a une affinité plus importante pour les IgG1 que l’allèle 

FcγRIIIA 158F, et l’allèle FcγRIIA 131H a une meilleure affinité pour les IgG1 que l’allèle 

FcγRIIA 131R (Dijstelbloem et al., 2001). Ce polymorphisme du FcγRIIIA est à l’origine du 

meilleur taux de réponse des patients avec l’allèle FcγRIIIA 158V lorsque leur lymphome est 

traité par du rituximab (Cartron et al., 2002; Weng and Levy, 2003), et également lors du 

traitement de cancers du sein par le trastuzumab (Musolino et al., 2008). L’efficacité du 

cetuximab associé à l’irinotecan dans les cancers colorectaux métastatiques est également 

corrélée avec la présence des allèles FcγRIIA 131H et FcγRIIIA 158V et de la mutation KRAS 

(Bibeau et al., 2009). 

L’action immuno-modulatrice des anticorps peut aussi se faire en ciblant directement des 

cellules immunes. Les lymphocytes T cytotoxiques ont normalement la capacité de reconnaitre 

et détruire les cellules tumorales. Cependant, dans les cancers un mécanisme 

immunosuppresseur empêche cette activité. L’ipilimumab (Yvervoy®), en se fixant sur le 

récepteur CTLA-4 présent spécifiquement sur ces lymphocytes T, permet de lever cette 

inhibition par son action antagoniste. Il est utilisé pour traiter les mélanomes avancés (Di 

Giacomo et al., 2009). De la même façon que CTLA-4, le blocage de PD-1 permet de lever 

l’inhibition immune. Ce récepteur est quant à lui exprimé sur les cellules T, B et NK (Figure 

10B). Le nivolumab (Opdivo®) et le pembrolizumab (Keytruda®) sont deux anti-PD-1 sur le 

marché dans le traitement de mélanomes avancés. A l’inverse de ces deux antagonistes, il 

existe des agonistes ciblant le CD40 présent en surface de plusieurs cellules présentatrices 

d’antigène et sur certaines cellules tumorales. Ces anti-CD40 (dacetuzumab et lucatumumab) 

permettent d’activer les cellules présentatrices d’antigène et de conduire à une réponse 

immune anti-tumorale via les lymphocytes T. Ils ont montré des résultats prometteurs en phase 

clinique dans les leucémies lymphatiques chroniques, les myélomes multiples et les 

lymphomes non-Hodkiniens (Hassan et al., 2014). 

Enfin, les anticorps peuvent cibler le microenvironnement tumoral. Le bevacizumab (Avastin®) 

inhibe l’angiogénèse en ciblant le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire A 

(VEGFA) impliqué dans ce processus (Figure 10C). Cette angiogénèse permet la création de 

nouveaux vaisseaux sanguins pour satisfaire les besoins de la tumeur en oxygène et en 

nutriments. Ainsi, la plupart des cellules tumorales sécrètent du VEGF. Le bevacizumab 

permet également d’augmenter l’infiltration tumorale par les lymphocytes T et B et d’inhiber 

les lymphocytes T régulateurs (Terme et al., 2013). Il a été approuvé dans le traitement des 

cancers métastatiques colorectaux, du sein, du poumon, du col de l’utérus, du poumon, du 

rein, de l’ovaire et du glioblastome. 
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Des protéines de fusion au fragment Fc ont été créées pour augmenter leur demi-vie grâce au 

mécanisme de recyclage via le FcRn. Elles sont actuellement 10 sur le marché. La seule 

utilisée en oncologie est le ziv-aflibercept (Zaltrap®) dans les cancers colorectaux. Elle se lie 

au VEGF-A et VEGF-B et contient un fragment Fc d’IgG1 humaine. Il agit comme un récepteur 

leurre à la place des récepteurs au VEGF et inhibe ainsi l’angiogenèse. 

Il existe aussi des anticorps bispécifiques, c’est à dire capables de se lier à deux antigènes 

différents simultanément. Le seul sur le marché est le catumaxomab (Removab®), un hybride 

rat/souris qui se lie au CD3 exprimé sur les lymphocytes T et à la molécule d’adhésion 

cellulaire épithéliale (EpCAM) (Figure 10A). Il est indiqué dans le traitement d’ascites malignes 

chez les patients atteints d’un carcinome EpCAM-positif. Il est tri-fonctionnel car il permet de 

rapprocher les cellules tumorales (via EpCAM), les lymphocytes T (via CD3) et les cellules 

exprimant les FcγR comme les macrophages, les NK ou les cellules dendritiques (via son Fc), 

ceci dans le but de déclencher une réaction immunitaire.  

 

Figure 10 : Mécanismes d’action des anticorps anti-cancéreux. A) Action directe sur la tumeur. B) Action via les 

fonctions effectrices du fragment Fc. C) Action sur la vascularisation tumorale. LTc : lymphocyte T cytotoxiques, 

NK : cellule Natural Killer, MΦ : macrophage, ADCC : cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps, ADCP : 

phagocytose cellulaire dépendante des anticorps, CDC : cytotoxicité dépendante du complément, CDCC : 

cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante du complément, VEGF(R) : (récepteur au) facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire. 

7. Optimisation des anticorps 

Il est devenu possible de sélectionner des anticorps monoclonaux se liant à une grande variété 

de cibles notamment grâce aux banques d’anticorps humains. Cependant, obtenir des clones 

capables de reconnaitre un antigène ne suffit pas. Ils doivent également se lier de façon 

efficace, avoir un effet biologique par leurs parties variables et/ou leur fragment constant, avoir 

de bonnes propriétés pharmacocinétiques et de biodistribution, et être le moins immunogène 

possible. Il existe donc différentes générations d’anticorps qui sont de plus en plus optimisés 

pour répondre à ces exigences.  
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La première génération d’anticorps comprenait des Ig murines ou chimériques. Les « Bio-

better » ont été définis comme ciblant le même épitope mais améliorant l’homogénéité et la 

nature des glycosylations pour augmenter les fonctions effectrices et comprenant des 

mutations pour augmenter la demi-vie dans le sérum. Les anticorps de seconde génération 

sont dirigés contre les mêmes antigènes mais comportent plusieurs modifications : les 

domaines variables sont améliorés pour diminuer l’immunogénicité, des épitopes différents 

sont ciblés avec une affinité modulée, différents formats d’anticorps peuvent être utilisés : Fab-

PEG (voir la partie pharmacocinétique et biodistribution), protéines de fusions au Fc, etc. Les 

anticorps de 3ème génération ciblent à nouveau des épitopes différents, agissent par d’autres 

mécanismes d’action, et sont souvent construits pour améliorer les fonctions effectrices du Fc 

et augmenter la demi vie (Beck, 2011). Un exemple d’antigène ayant été ciblé par différentes 

générations d’anticorps est le CD20 (Tableau 3).  

Génération Nom 
Type 

d’IgG1 
Caractéristiques Production 

1ère 
Rituximab 

(Mabthera®) 
chimérique  CHO 

« bio-

better » 

« Rituximab » 

GS4:0 
chimérique afucosylé, même épitope 

Pichia 

pastoris 

2ème 

Ofatumumab 

(Arzerra®) 
humaine 

épitope et mécanisme 

d’action différents 
CHO 

Ocrelizumab 

(phase III) 
humanisée même épitope 

3ème 

Obinutuzumab 

(phase III) 
humanisée afucosylé, épitope et 

mécanisme d’action 

différents 

CHO 

Ublituximab 

(phase II) 
chimérique YB2/0 

Tableau 3 : Différentes générations d’anti-CD-20. Adapté de Beck, 2011 

a. Optimisation des effets directs du Fab 

Pour améliorer les effets liés à la liaison de l’anticorps sur sa cible, on peut moduler son affinité. 

Le phage display et la mutagénèse rendent possible la maturation d’affinité in vitro en mutant 

de façon aléatoire ou non les CDR ou les frameworks (Hoogenboom, 2005). Il existe 

désormais des techniques permettant de réaliser des screenings à haut débit, en combinant 

des sélections de scFv par phage display et leur clonage au format IgG (Renaut et al., 2012). 

Cette maturation d’affinité peut aussi se faire par ribosome-display (Lipovsek and Plückthun, 
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2004), yeast-display (Graff et al., 2004), ou PCR sujette aux erreurs (Schlapschy et al., 2004). 

L’affinité serait également influencée par la présence de glycosylations sur le Fab des IgG. 

Ces modifications sont souvent issues de mutations somatiques. On peut donc envisager de 

jouer sur celles-ci (Filpula, 2007). Cependant, lorsque l’affinité devient supérieure à 1010M-1, 

les anticorps risquent d’être internalisés trop vite ce qui va limiter les propriétés effectrices du 

fragment Fc (Rudnick et al., 2011). Pour contrer cette internalisation, il est possible d’injecter 

des doses plus fortes pour saturer ce mécanisme mais le risque de déclencher des effets 

secondaires devient alors plus important. Avec une haute affinité, on risque aussi de ne pas 

obtenir la meilleure pénétration tumorale possible. Au-delà de 109M-1, les scFv sont retenus 

dans la région périvasculaire de la tumeur, contrairement aux scFv d’affinité modérée qui sont 

répartis de façon homogène au sein de la tumeur (Adams et al., 2001).  

Les anticorps peuvent aussi être modulés en terme de spécificité. Lorsque l’antigène ciblé 

possède différentes isoformes, il faut veiller à ce qu’il ne se lie qu’à/aux isoforme(s) 

souhaitée(s). Il peut être intéressant de sélectionner des anticorps se liant à l’orthologue murin 

ou simien de l’antigène humain dans le but de réaliser des tests d’efficacité et de toxicité 

pertinents avec les modèles précliniques.  

La conjugaison de radionucléides, de drogues ou de toxines sur un anticorps est une autre 

façon d’améliorer ses effets cytotoxiques. Pour cela, différentes techniques de couplage ont 

été développées pour permettre de moduler le nombre de molécules greffées et d’optimiser la 

clivabilité ou la non clivabilité des linkers dans le cas des ADC. 

b. Diminution de l’immunogénicité 

L’immunogénicité des anticorps thérapeutiques provoque des effets indésirables lors de leur 

injection aux patients. La présence de séquences murines dans les anticorps murins, 

chimériques et humanisés conduit à la sécrétion d’anticorps humains anti-souris (HAMA). Ces 

HAMA sont dirigés majoritairement contre les régions constantes (Hosono et al., 1992). 

L’humanisation a donc permis de diminuer cette immunogénicité. Néanmoins, même des 

anticorps humains peuvent avoir un caractère immunogène, car il existe une immunogénicité 

résiduelle au niveau des CDR. Il est possible de muter un ou deux résidus des CDR pour 

diminuer l’immunogénicité tout en conservant la liaison antigénique. (Harding et al., 2010). 

Un même anticorps peut présenter une grande variabilité en terme de modifications post-

traductionnelles suivant les conditions de production utilisées. Les anticorps sont souvent 

produits en cellules CHO ou dans des lignées murines comme NS0 et SP2/0. Dans ces lignées 

murines les glycosylations obtenues sont différentes car on trouve la présence d’acide N-

glycolylneuraminique et d’α-1,3-galactose. Même en optimisant les conditions de culture, il 

n’est pas toujours possible d’empêcher leur formation (Liu et al., 2014a). Or, ces deux 
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composés ne sont jamais présents naturellement dans les anticorps humains car l’α-1,3-

galactosyltransferase est absente chez l’Homme et l’acide CMP-N-acétylneuraminique n’a pas 

d’activité hydrolase. Ceci conduit donc à une immunogénicité. Par exemple, on retrouve des 

IgE dirigées contre l’α-1,3-galactose qui constitue la glycosylation présente dans le Fab du 

cetuximab. L’hypersensibilité qui en découle a lieu lorsque l’anticorps est produit en SP2/0 

mais pas lorsqu’il est produit en CHO (Beck, 2011). Même avec des conditions de production 

données, on obtient un mélange hétérogène car il existe plusieurs autres types de 

modifications in vitro ou in vivo des anticorps thérapeutiques. Néanmoins, celles-ci sont 

présentes dans les IgG naturelles et présentent donc moins de risque d’immunogénicité (Liu 

et al., 2014a). 

c. Modulation des fonctions effectrices 

i. Isotype 

La méthode la plus simple pour moduler les fonctions effectrices du fragment Fc est de choisir 

l’isotype approprié. Les IgG1 et 3 sont ceux ayant le plus de potentiel d’ADCC, d’ADCP et de 

CDC. La plupart des anticorps thérapeutiques sont des IgG1. Il n’y a pas d’IgG3 à cause de 

leur faible demi-vie. Quelques IgG2 et 4 sont sur le marché et sont utilisées lorsque l’activité 

biologique de l’anticorps se fait via sa partie Fab et non via le recrutement du système 

immunitaire. Par exemple, le panitumumab est une IgG2 car c’est sa liaison à l’EGFR qui va 

empêcher la fixation de l’EGF et bloquer la signalisation en aval. L’éculizumab est quant à lui 

un hybride contenant le domaine CH1 et la charnière d’une IgG2 et les domaines CH2 et CH3 

d’une IgG4. 

ii. Glycosylation et FcγR 

La glycosylation présente sur les domaines CH2 joue un rôle crucial dans la liaison du Fc sur 

les FcγR. Son absence diminue fortement cette interaction (Borrok et al., 2012). La 

composition de cette glycosylation a également une influence. Beaucoup d’acide sialique ou 

de N-acétylglucosamine (GlcNAc) conduisent respectivement à moins d’ADCC ou de CDC 

(Hodoniczky et al., 2005; Scallon et al., 2007). L’afucosylation permet d’augmenter l’affinité 

pour le FcγRIIIA, ce qui a pour effet d’augmenter le potentiel d’ADCC et d’ADCP (Liu et al., 

2015). C’est la modification des glycanes la plus efficace. Cette ADCC sera plus importante 

quel que soit le polymorphisme de la position 158 (Niwa et al., 2004). Différentes techniques 

permettent d’obtenir des anticorps afucosylés : l’humanisation des glycosylations par 

manipulation génétique d’organismes mammifères (comme les levures), la modification de 

l’activité des enzymes impliquées dans les voies de fucosylation des cellules mammifères, ou 

l’afucosylation in vitro (Yamane-Ohnuki and Satoh, 2009). Par exemple, l’obinutuzumab 

afucosylé (Gazyvaro®) améliore la survie sans progression d’environ 1 an en essai clinique 
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de phase III comparé au rituximab dans le cadre d’une leucémie lymphoïde chronique, 

lorsqu’ils sont chacun combinés à une chimiothérapie (Goede et al., 2014). L’anticorps est 

produit dans une lignée CHO K1 exprimant la β-1,4-N-acétyl-glucosaminyltransferase III 

sauvage et la Golgi α-mannosidase II sauvage permettant l’afucosylation (Mössner et al., 

2010). De la même façon, le GA201, un anti-EGFR afucosylé, montre une meilleure efficacité 

que le cetuximab in vitro par augmentation de l’ADCC (Gerdes et al., 2013). Cependant, il s’est 

avéré toxique chez l’Homme lors des essais cliniques. Le mogalizumab afucosylé a quant à 

lui été approuvé au Japon en 2012. Il a été produit en cellules CHO où le gène de l’α-1,6-

fucosyltransferase est inactivé (CHO FUT8 KO, technologie Potelligent®) (Beck and Reichert, 

2012). Il existe aussi du trastuzumab afucosylé (Junttila et al., 2010). En 2015, 14 anticorps 

anti-cancéreux afucosylés étaient en phase clinique dans le traitement de cancers à tumeurs 

solides ou hématologiques (DiLillo and Ravetch, 2015). 

iii. Mutations ponctuelles et FcγR 

Les fonctions effectrices peuvent également être modulées par l’introduction de mutations 

ponctuelles dans le fragment Fc. Cependant, trop de mutations peuvent rendre le Fc 

immunogène. Cette technique est principalement axée sur l’amélioration de l’affinité des IgG1 

au FcγRIIIA. Comme il est le seul FcγR exprimé en surface des NK, il n’y a pas de compétition 

avec le FcγRIIB inhibiteur. Cette population cellulaire est donc efficace pour conduire à la lyse 

tumorale. Il existe aussi des mutations permettant d’améliorer la liaison au FcγRIIA pour 

potentialiser l’ADCP (Richards et al., 2008). L’introduction de mutations ponctuelles peut 

également moduler la liaison du Fc à plusieurs FcγR à la fois. Plusieurs anticorps anti-

cancéreux contenant des Fc mutés pour augmenter les fonctions effectrices sont actuellement 

en essais cliniques. Ils ciblent B7-H3, HER2, CD30, CD19, CD123, CD37, l’intégrine α5β1 et 

CD20 (Tableau 4) (DiLillo and Ravetch, 2015; Sondermann and Szymkowski, 2016). 

Les structures cristallographiques ont montré que le Fc se lie de façon asymétrique au FcγRIII 

car différents résidus sur les 2 chaines sont en contact avec le récepteur. 9000 clones de Fc 

hétérodimériques ont été screenés et plusieurs clones asymétriques ont montré une affinité 

augmentée pour le FcγRIIIA (indépendamment du polymorphisme de la position 158), une 

ADCC plus importante in vitro, et une inhibition de la croissance de xénogreffe murine plus 

importante. Ces hétérodimères se lient de façon plus sélective au FcγRIIA comparé au 

FcγRIIB inhibiteur. Leur afucosylation augmente encore l’affinité pour le FcγRIIIA et le potentiel 

d’ADCC (Liu et al., 2014b). Mais le fait de combiner l’afucosylation avec des mutations 

n’apporte parfois rien de plus (Masuda et al., 2007). L’effet additif de ces deux techniques doit 

être déterminé au cas par cas. 
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Mutations Anticorps Cible Effet Indications Référence 

F243L/R292P/ 

Y300L/L235V/ 

P396L 

Enoblituzumab 

(MGA271) 
B7-H3 ADCC++ 

Carcinomes 

B7-H3 + Nordstrom et 

al., 2011 Margetuximab 

(MGAH22) 
HER2 ADCC++ 

Sein 

Gastrique 

S239D/ 

I332E 

XmAb-2513 CD30 ADCC++ HL 
Kumar et al., 

2015 

XmAb-5574 CD19 
ADCC++ 

ADCP++ 

ALL 

NHL 

Woyach et al., 

2014 

CSL362 CD123 ADCC++ AML 
Lee et al., 

2015 

BI 836826 CD37 ADCC++ NHL, CLL 
Heider et al., 

2011 

S239D/A330L 

/I332E 
PF-04605412 α5β1 ADCC++ Tumeurs solides 

Mateo et al., 

2014 

P247I/A339Q Ocaratuzumab CD20 
ADCC++ 

CDC -- 

ALL 

NHL 

Forero-Torres 

et al., 2012 

Tableau 4 : Anticorps en phases cliniques contenant un Fc muté pour améliorer les fonctions effectrices. AML : 

leucémie myéloïde aigüe. (N)HL : Lymphome (non) Hodgkinien. ALL : leucémie lymphoblastique aigüe.  

iv. Activation du complément 

Les fonctions effectrices du fragment Fc passent aussi par la voie du complément, via la 

fixation du facteur C1q. L’expression de protéine inhibitrices de cette cascade du complément 

(CD46, CD55, CD59) peut être un obstacle à la lyse tumorale. Il est possible de co-administrer 

des anticorps qui bloquent ces inhibiteurs en plus des anticorps anti-tumoraux (Filpula, 2007). 

Comme pour les FcγR, des mutations ponctuelles ont été introduites pour améliorer la liaison 

au C1q et induire davantage de CDC. Les mutations S267E, H268F et S324T et leurs 

combinaisons, ainsi que les mutations K326W et E333S ont montré un gain de liaison au C1q 

et une meilleure CDC (Idusogie et al., 2001; Moore et al., 2010). Des résidus situés dans la 

partie haute de la région charnière peuvent aussi être substitués pour augmenter la liaison au 

C1q et la CDC (Dall’Acqua et al., 2006). Après s’être liées à l’antigène, les IgG se regroupent 

et forment des hexamères en surface de la cellule. Ce processus permet de recruter le facteur 

C1q et favorise ainsi l’activation du complément. Une autre alternative est donc de trouver des 

mutations qui favorisent la formation de ces hexamères. C’est le cas de la substitution E345R, 

qui peut être combinée à E430G et S440Y (Diebolder et al., 2014) et des substitutions E345K 

ou E430G seules (Jong et al., 2016). 
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Enfin, il est possible d’associer le recrutement du C1q et des FcγR activateurs. A partir de 

l’anti-CD20 ocrelizumab, les substitutions H268F/S324T décrites pour améliorer la liaison au 

C1q et la CDC ont été combinées : soit avec les mutations G236A/I332E connues pour 

augmenter sélectivement l’affinité pour les FcγRIIA et IIIA par rapport à l’inhibiteur IIB, soit 

avec les mutations S239D/I332E connues pour améliorer la liaison à tous les types de FcγR. 

Ces combinaisons conduisent à une CDC, une ADCC et une ADCP jusqu’à respectivement 

3.3, 22 et 4.7 fois supérieures à celles obtenues avec l’ocrelizumab sauvage (Moore et al., 

2010). 

d. Pharmacocinétique et biodistribution  

Améliorer la demi-vie d’un anticorps dans l’organisme permet de diminuer les doses injectées 

aux patients et d’espacer ces doses dans le temps. De plus, une demi-vie trop faible est 

synonyme d’une élimination trop rapide donc d’une faible efficacité thérapeutique. Les IgG 

humaines possèdent une très bonne demi-vie (3 semaines), à l’exception des IgG3 (environ 

une semaine) qui se lient moins bien au FcRn et sont donc moins recyclées. En revanche, les 

anticorps murins ont une demi-vie plus courte car ils se fixent moins bien sur le FcRn humain. 

Ceci n’est pas décelé lorsqu’on les teste chez la souris car dans ce cas c’est le FcRn murin 

qui intervient, et il lie bien toutes les IgG (Ober et al., 2001). 

La N-glycosylation des anticorps, et notamment les mannoses, semble avoir une influence sur 

la pharmacocinétique mais son rôle reste contesté suivant les études (Higel et al., 2016). 

L’allotype des anticorps influe également sur ce paramètre. C’est le cas par exemple des lgG1, 

qui présentent des affinités au FcRn variables (Ternant et al., 2016). Différentes substitutions 

dans le fragment Fc des IgG ont été décrites pour augmenter la liaison au FcRn et étendre la 

demi-vie sérique. Elles sont résumées dans le Tableau 5. Les résidus enfouis entre les 

domaines CH2 et CH3 sont ciblés car ils influent sur la flexibilité de l’interface CH2-CH3 où se 

lie le FcRn (Liu et al., 2008). Lorsque le cetuximab et le bevacizumab mutés sont injectés à 

des souris xénogreffées transgéniques possédant le FcRn humain, la clairance plus lente 

entraine une meilleure activité anti-tumorale qu’avec les anticorps non mutés (Zalevsky et al., 

2010). Cependant, ces mutations augmentant l’affinité au FcRn ne sont pas toujours corrélées 

avec une meilleure demi-vie. Il faut aussi prendre en compte la liaison à l’antigène et la 

résistance à la protéolyse lorsque l’on souhaite améliorer cette demi-vie. De plus, 

l’amélioration de la fixation au FcRn peut faire diminuer les interactions avec les FcγR, même 

si les sites de fixation sont distants, à cause d’une modification structurale (Grevys et al., 

2015).  
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Mutations Anticorps Cible 
Affinité au 

FcRn (pH 6) 

Demi-vie sérique 

(T1/2 β) 
Référence 

M428L 
OST577 

(IgG2M3) 
HBV 

x7 (humain) 

x8 (singe) 
x1.8 (singe) 

Hinton et 

al., 2004 

T250Q/M428L 

OST577 

(IgG2M3) 
HBV 

x28 (humain) 

x27 (singe) 
x1.9 (singe) 

Hinton et 

al., 2004 

OST577 

(IgG1) 
HBV 

x29 (humain) 

x37 (singe) 
x2.5 (singe) 

Hinton et 

al., 2006 

M252Y/S254T/

T256E 

MEDI-524 

(IgG1) 
RSV x10 (humain) x4 (singe) 

Robbie et 

al., 2013 

N434A 

Hu4D5 (IgG1) HER2 x3 (humain) x2.2 (souris*) 
Petkova et 

al., 2006 

IgG1 hBSR x4 (singe) x2 (singe) 
Yeung et 

al., 2009 

T307A/E380A/

N434A 
Hu4D5 (IgG1) HER2 x12 (humain) x2.5 (souris*) 

Petkova et 

al., 2006 

M428L/N434S 

Bevacizumab 

(IgG1) 
VEGF x11 (humain) x3.2 (singe) 

Zalevsky et 

al., 2010 Cetuximab 

(IgG1) 
EGFR x11 (humain) 

x3.1 (singe) 

x5 (souris*) 

Tableau 5 : Résumé des mutations augmentant la liaison au FcRn et la demi-vie sérique. * : souris transgéniques 

possédant le FcRn humain. HBV : virus de l’hépatite B. RSV : virus respiratoire sincyvial. hBSR : récepteur de 

surface des cellules B humaines. Adapté de Wang et al., 2014. 

La biodistribution des Ig entières est défavorable à cause de leur taille, notamment lorsqu’elles 

ciblent des tumeurs solides. Les fragments d’anticorps ont l’avantage d’avoir une petite taille 

donc une pénétration tissulaire plus facile. Leur production est également facilitée pour cette 

raison et parce que l’absence de Fc permet de travailler avec des organismes procaryotes 

sans avoir de problèmes de glycosylation. Les problèmes rencontrés avec ces fragments 

sont : la faible demi-vie due à l’absence de recyclage par le FcRn et leur petite taille, et 

l’absence de fonctions effectrices via le fragment Fc. Pour cela, des fragments optimisés ont 

été développés. 

Pour remédier au problème de faible demi-vie, il est possible de coupler des fragments 

d’anticorps à du polyéthylène glycol (PEG), un polymère inerte aussi bien en terme de 

réactivité chimique que d’immunogénicité. Il peut être linéaire ou ramifié et permet d’alourdir 

les fragments de plusieurs dizaines de kDa suivant la taille choisie. Le certolizumab pegol 
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(Cimzia®) est un Fab’ PEGylé inhibiteur du TNFα (facteur de nécrose tumorale) approuvé par 

la FDA pour des maladies inflammatoires : polyarthrite rhumatoïde, spondyloarthrite axiale et 

rhumatisme psoriasique. Sa demi-vie est de 14 jours contre moins de 12h pour un Fab 

classique (Melmed et al., 2008).  

Comme il a été mentionné précédemment (partie formats d’anticorps alternatifs B.3), la 

valence a une influence positive sur la demi-vie. On peut donc combiner la divalence et la 

PEGylation. Pour cela, un scFv anti-HER2 a été produit sous forme monomérique ou 

dimérique, avec ou sans PEGylation. La comparaison de ces 4 composés montre une 

meilleure affinité après multimérisation. La PEGylation fait diminuer l’affinité d’un facteur 5. En 

revanche, le monomère-PEG et le dimère-PEG présentent respectivement une accumulation 

tumorale 8.5 et 14.5 fois supérieure à celle du scFv monomérique ou dimérique 48h après 

injection (Kubetzko et al., 2006). Cette diminution de l’affinité suite au couplage d’un molécule 

de PEG a également été rapportée lors de la PEGylation du Fab’ issu du trastuzumab. Elle 

dépend de la position et du nombre de polymères greffés. Cependant l’effet anti-tumoral n’a 

pas été mesuré dans cette étude (Selis et al., 2016). 

Une alternative au PEG est le couplage à la HSA (albumine sérique humaine), qui est l’une 

des protéines les plus abondantes dans le sérum et qui possède une des plus longues demi-

vies. Cette protéine se dégrade mieux que le PEG. Un conjugué composé d’un scFv anti-

HER2 et d’un scFv anti-HER3 fusionnés aux extrémités N- et C-terminales de la HSA a ainsi 

été jusqu’en essai clinique de phase 2 (Nielsen et al., 2009). 

Pour augmenter l’avidité des scFv, des scFv multivalents ont été créés. Lorsqu’ils sont 

bivalents, on parle de diabodies (Figure 11). Des scFv bispécifiques, eux aussi divalents, ont 

également été développés. C’est le cas des BiTEs™ (bispecific T-cell engagers) (Figure 11). 

Le blinatumomab (Blincyto®) cible à la fois CD19, un marqueur des cellules B retrouvé dans 

les lymphomes, et CD3 présent en surface des lymphocytes T. Cet anticorps permet donc de 

compenser l’absence de Fc par l’activation et la prolifération des lymphocytes T, la sécrétion 

de cytokine et de granzyme B qui conduisent à la cytotoxicité tumorale (Wong et al., 2013). Il 

est approuvé pour traiter les leucémies lymphoblastiques aigües réfractaires. Le solitomomab 

est un autre BiTE™ qui cible le CD3 et EpCAM, la molécule d’adhérence cellulaire épithéliale. 

Il permet de rendre sensibles à la cytotoxicité T-cellulaire des tumeurs ovariennes résistantes 

à la chimiothérapie et surexprimant EpCAM (English et al., 2015). Il est en phase clinique dans 

le cadre de traitement de tumeurs solides exprimant ce récepteur.  

Si l’on insère un pont disulfure pour stabiliser l’interaction entre les 2 parties d’un scFv 

bispécifique, on parle alors de DART (dual affinity retargeting molecules) (Figure 11). Deux 

d’entre eux sont actuellement en phase I : le MGD006, un anti-CD123 combiné à un anti-CD3 
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dans le cadre de leucémies myéloïdes aigües, ainsi que le MGD007, un anti-gpA33 combiné 

à un anti-CD3 dans le cancer colorectal (Spiess et al., 2015).  

Pour conférer des propriétés effectrices à un scFv, on peut coupler à son extrémité C-terminale 

un domaine Z de liaison aux immunoglobulines. Le conjugué obtenu est appelé un 

« Grababody ». Il a la capacité de capturer les IgG circulantes ce qui lui permet d’activer 

l’ADCC et la CDC (Zhang, 2013). 

La démarche inverse consiste à conférer des propriétés de liaison antigénique à un fragment 

Fc. Ce type de composé est appelé un Fcab. Des mutations doivent être introduites sur des 

boucles n’interagissant pas avec les FcγR, le C1q et le FcRn, c’est à dire en C-terminal du 

CH3. Pour cela, des librairies de Fc dimériques ou monomériques et de domaines CH2 ou 

CH3 monomériques ont été construites pour permettre des sélections par phage display ou 

yeast display (Ying et al., 2014). Le FS102 est un Fcab anti-HER2 actuellement en clinique. Il 

se lie à un épitope différent des autres anti-HER2 sur le marché. Ses propriétés 

pharmacocinétiques ne sont pas altérées par rapport au format classique. Il permet 

l’internalisation et la dégradation du récepteur HER2, et permet ainsi une régression tumorale 

dans des modèles de xénogreffes tumorales dérivées de patients réfractaires à la combinaison 

du trastuzumab et du pertuzumab (Leung et al., 2015). 

 

Figure 11 : Différents formats de scFv bispécifiques. BiTE : bispecific T-cell engagers. DART : dual affinity 

retargeting molecules. 

C. Conjugaisons bio-orthogonales 

1. Contexte des couplages protéiques  

Les couplages protéiques consistent à coupler de petites molécules sur des protéines ou à 

coupler des protéines entre elles. Les chaines latérales des acides aminés sont composées 

de fonctions chimiques variées qui diffèrent au niveau de leur encombrement stérique, 

structure, point isoélectrique et polarité (donc hydrophobicité). Ceci est à l’origine de leurs 

réactivités différentes. Les protéines sont donc un mélange complexe, tant au niveau de la 

nature des résidus (séquence primaire) qu’au niveau de sa conformation spatiale (structures 

secondaire, tertiaire et quaternaire) qui va rendre certains résidus enfouis donc difficilement 
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réactifs. L’utilisation de réactions bio-orthogonales va alors permettre de cibler certains résidus 

en particulier.  

Deux groupements chimiques sont bio-orthogonaux s’ils réagissent entre eux sans interagir 

d’une quelconque façon avec les autres fonctionnalités présentes au sein des protéines, voire 

des cellules. Cette réaction doit être biocompatible, c’est à dire être réalisable dans des 

conditions de pH, de température et de pression applicables à des protéines. Généralement, 

il s’agit de pH neutres, de températures ambiantes ou légèrement supérieures, et de pression 

atmosphérique. Les produits formés doivent être stables et non toxiques. Enfin, la réaction doit 

être spécifique pour éviter la formation de produits secondaires. La rapidité est un avantage, 

notamment dans le cas de conjugaisons dans des cultures cellulaires ou des organismes 

vivants où le produit de réaction doit se former à partir de faibles concentrations de réactifs 

(Sletten and Bertozzi, 2009). En revanche, la stéréochimie du produit obtenu a généralement 

moins d’importance. 

Les réactions bio-orthogonales sont essentiellement exothermiques car les réactifs initiaux 

sont hautement réactifs et/ou les produits finaux sont stabilisés. La plupart du temps elles 

consistent en une formation d’une liaison entre un carbone et un hétéroatome (azote, oxygène 

ou soufre). Idéalement, ce sont des additions sans formation de co-produits ou de co-produits 

inertes comme du diazote ou de l’eau. Parfois ces conjugaisons s’effectuent en 2 étapes : une 

étape d’introduction d’une fonctionnalité extrinsèque (de façon chimique, génétique ou 

enzymatique) et une seconde étape permettant la modification et/ou le couplage souhaité 

(McKay and Finn, 2014).  

2. Rôles et enjeux des couplages sur les anticorps thérapeutiques 

Le marquage par un fluorophore ou un radionucléide permet de suivre un anticorps in vitro. 

Pour cette application, le couplage n’a pas besoin d’être régiosélectif ni de conduire à un 

produit homogène. En particulier, le fait d’obtenir des anticorps contenant différents nombres 

de molécules à leur surface n’a pas d’importance cruciale, à partir du moment où le marquage 

n’affecte pas ses propriétés biologiques. En effet, pour ce type d’application l’anticorps est 

utilisé en large excès, donc même si une faible proportion de celui-ci est conjuguée au niveau 

de sites importants pour ses propriétés biologiques, cela n’affectera pas la tendance générale. 

Les immunoconjugués sont un outil de vectorisation pour conduire une drogue, un 

radionucléide ou une toxine vers une cellule exprimant l’antigène associé (voir la partie 

Mécanismes d’action des anticorps anti-cancéreux B.6). L’activité biologique et les propriétés 

pharmacocinétiques de l’anticorps vont dépendre du nombre et de la position des molécules 

couplées sur l’anticorps (DAR : drug antibody ratio) et de l’homogénéité des conjugués. Ces 
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paramètres sont donc cruciaux pour ces applications. Ainsi, les premiers ADC étaient 

construits par couplage aléatoire sur des résidus accessibles alors qu’ils sont de plus en plus 

construits grâce à des conjugaisons site-spécifiques pour obtenir des DAR homogènes et 

augmenter la fenêtre thérapeutique in vivo (Schumacher et al., 2016).  

Le couplage de PEG sur des fragments d’anticorps a quant à lui été utilisé pour augmenter 

leur demi-vie (voir la partie Pharmacocinétique et biodistribution A.1.d). Dans ce cas aussi le 

nombre de molécules de PEG doit être défini. Etant donné la masse de ces polymères 

(généralement quelques dizaine de kilodaltons), ils doivent être conjugués à des positions 

précises pour ne pas risquer de perturber la liaison de l’anticorps à son antigène. 

3. Couplages sur des fonctionnalités natives 

Les couplages sur des fonctionnalités natives consistent à tirer profit des différentes réactivités 

des chaines latérales des acides aminés des protéines. Seuls les résidus les plus 

fréquemment dérivés sur des anticorps seront mentionnés ici. Différentes revues répertorient 

les vastes possibilités de couplages protéiques bio-orthogonaux (Koniev and Wagner, 2015; 

McKay and Finn, 2014). 

a. Lysines 

Les lysines des anticorps monoclonaux ont beaucoup été dérivées car elles sont souvent 

situées en surface et sont donc accessibles aux réactifs de couplage. Lorsque leur ε-amine 

est déprotonée, elles deviennent très nucléophiles et peuvent être conjuguées à des esters 

activés, des isothiocyanates, des isocyanates, etc. Cependant, ces électrophiles réactifs ne 

sont pas toujours spécifiques des amines et peuvent être attaqués par d’autres nucléophiles 

comme les cystéines, tyrosines, sérines ou thréonines si elles sont situées en surface. En 

milieu aqueux, il est possible d’observer l’hydrolyse des composés obtenus par couplage sur 

les lysines (Koniev and Wagner, 2015). Ce type de couplage n’est donc pas site-spécifique et 

pas totalement chimiosélectif. 

L’ado-trastuzumab emtansine approuvé par la FDA a été obtenu par couplage de la drogue 

DM1 sur les lysines via un ester N-hydrosuccinimide. Il y a entre 0 et 8 molécules de DM1 sur 

l’anticorps avec un DAR moyen de 3.5. Parmi les 88 lysines présentes, 70 sont des sites de 

conjugaisons potentiels (Kim et al., 2014). Le lorvotuzumab mertansine est un anti-CD56 qui 

a été obtenu par le même type de couplage, là encore avec un DAR entre 3 et 4, et entre 0 et 

6 molécules de DM1 couplées. Une quarantaine de lysines modifiées ont été identifiées par 

spectrométrie de masse sur les 86 lysines présentes dans l’anticorps (Wang et al., 2005). Il 

est actuellement en essai clinique de phase II. Ces deux exemples montrent la possibilité 

d’avoir statistiquement plus d’un million d’ADC différents. En effet, en plus de présenter une 
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hétérogénéité due aux différents DAR, un ADC avec un DAR donné présente une 

hétérogénéité au niveau des positions occupées. Cette diversité peut poser problème car 

chaque espèce peut avoir des propriétés différentes, notamment en terme d’efficacité et 

toxicité in vivo, de propriétés pharmacocinétiques (Boylan et al., 2013) et de tendance à 

l’agrégation (Wakankar et al., 2010). De plus, la reproductibilité de cette diversité d’un lot à 

l’autre pose problème car la composition des ADC doit être caractérisée autant que possible 

pour être conforme aux GMP.  

b. Cystéines  

Le groupement thiol de la chaine latérale des cystéines est l’un des groupements les plus 

utilisés en bioconjugaison car il est peu abondant dans les protéines naturelles et c’est le plus 

nucléophile de tous les acides aminés (Brotzel and Mayr, 2007). Les cystéines sont beaucoup 

moins nombreuses que les lysines au sein des anticorps. Sur une IgG1 humaines, elles sont 

au nombre de 32 et sont toutes engagées dans des ponts disulfures à des positions bien 

définies : 12 ponts intrachaines, 2 ponts reliant les chaines lourdes et légères et 2 ponts reliant 

les chaines lourdes dans la région charnière. Ce type de couplage sera donc site-spécifique. 

Un grand nombre d’électrophiles peuvent être attaqués par les thiols : iodoacétamides, 

maléimides, vinyl sulfones, vinylpyridines, époxydes, etc. La plus utilisée des stratégies a été 

le maléimide car il permet une réaction rapide avec une bonne sélectivité, à condition de 

travailler à pH inférieur à 7.5 pour éviter les réactions secondaires avec les amines primaires. 

Le maléimide a permis de coupler des drogues, des protéines (biotine), des polymères (PEG), 

des chélateurs de radionucléides, ou des fluorophores sur des cystéines existantes ou des 

cystéines introduites dans des protéines (Figure 12A). 

Comme les cystéines des anticorps sont couplées entre elles via des ponts disulfures, une 

étape de réduction, grâce au DTT ou au β-mercaptoéthanol par exemple, précède le couplage. 

Ces deux réactifs possèdent un thiol, ce qui cause une compétition avec le thiol formé suite à 

la réduction. Il est donc nécessaire d’éliminer ces agents réducteurs du milieu réactionnel mais 

ceci peut reconduire à une réoxydation partielle des cystéines. Le TCEP est donc de plus en 

plus utilisé car il ne contient pas de groupement thiol et n’a ainsi pas besoin d’être éliminé. En 

particulier, il permet une réduction ménagée des anticorps, en ne réduisant que les ponts 

disulfures interchaines sans réduire les ponts intrachaines. Cette stratégie a été utilisée pour 

construire l’Adcetris®, un ADC actuellement sur le marché dans le traitement du lymphome 

hodgkinien. Les 4 ponts interchaines du brentuximab (anti-CD30) ont été réduits pour donner 

8 sites de conjugaison potentiels à la védotine, constituée d’un maléimide espacé de la MMAE 

par un linker (Figure 12B) (Sun et al., 2005). Pour reformer des pseudo ponts disulfures, les 

maléimides dibromés ont été développés (Figure 12B) (Schumacher et al., 2014) ainsi que les 
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bis-sulfones (Khalili et al., 2012). Cette stratégie a été appliquée très récemment pour reformer 

le pont interchaine d’un Fab grâce au greffage photochimique d’un cyclooctyne (Griebenow et 

al., 2016). Ces composés permettent aussi de diviser le nombre de drogues couplables par 

deux, dans la mesure où une molécule réagit avec deux cystéines. 

Pour ne pas avoir à modifier les ponts disulfures des anticorps et contrôler précisément le 

nombre de couplages, des cystéines additionnelles ont été introduites à différentes positions 

dès les années 1990, par exemple dans le CH1 d’une IgG (Lyons et al., 1990), ou à proximité 

du C-terminal du CH3 de plusieurs isoformes d’IgG (Stimmel et al., 2000). Avec seulement un 

acide aminé à introduire, il y a peu de risque de perturber la structure de l’anticorps et sa liaison 

à l’antigène. Néanmoins, des difficultés ont été rencontrées à cause de l’oxydation de cette 

cystéine non native. Ce n’est qu’en 2008 que ce problème été résolu par une réduction au 

TCEP suivie d’une réoxydation au sulfate de cuivre ou à l’acide déshydroascorbique qui 

permet de ne laisser que la cystéine introduite au sein des domaines CH1 sous forme libre 

(Figure 12C) (Junutula et al., 2008a). Différentes positions sur la chaine lourde et la chaine 

légère ont été identifiées comme permettant une mutation en une cystéine réactive sans 

interférer avec les propriétés de liaison sur le fragment Fab du trastuzumab (Junutula et al., 

2008b). Des ADC homogènes avec un DAR de 2 ont été obtenus par couplage de maléimide-

linker-MMAE sur un anti-MUC16 (Junutula et al., 2008a) et de maléimide-linker-DM1 sur le 

trastuzumab (Junutula et al., 2010). Ce trastuzumab DM1 a un meilleur index thérapeutique 

que le trastuzumab-MCC-DM1 obtenu par couplage du thioéther SMCC sur des lysines et 

actuellement sur le marché sous le nom de Kadcyla® (trastuzumab emtansine) dans le cadre 

du traitement du cancer du sein métastatique Her2 positif (Phillips et al., 2008). La 

comparaison cystéine libre/lysine a également été réalisée lors d’une PEGylation. Lorsqu’elle 

est effectuée sur l’unique cystéine du hinge d’un Fab’, la demi-vie in vivo est améliorée d’un 

facteur 40 sans altérer les propriétés de liaison à l’antigène alors que le couplage aléatoire sur 

des lysines diminue nettement l’activité biologique (Chapman et al., 1999).  

Malgré son utilisation en thérapeutique, le maléimide est connu comme étant relativement 

instable en conditions physiologiques (Baldwin and Kiick, 2011). En effet, après couplage à un 

thiol, le cycle succinimide peut subir un échange avec d’autres thiols réactifs présents dans le 

milieu comme par exemple de l’albumine, de la cystéine libre ou du glutathion, ou encore être 

hydrolysé (Figure 12A). Le site de conjugaison du maléimide influence la stabilité in vivo et 

l’activité thérapeutique des ADC. Si la cystéine attaquée est située dans une zone très 

accessible, l’échange de maléimide va prédominer. En revanche, dans une région 

partiellement accessible c’est l’hydrolyse du cycle qui va prédominer et empêcher la réaction 

d’échange. L’ADC sera alors plus stable (Shen et al., 2012). 
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Le maléimide peut être stabilisé en favorisant son hydrolyse. Les composés hydrolysés sont 

quasiment totalement protégés du processus d’échange. Il a été montré que l’introduction d’un 

groupement attracteur d’électrons sur l’azote du cycle du maléimide permet d’accélérer cette 

hydrolyse (Fontaine et al., 2015). Les composés 3-arylpropiolonitriles (APN) sont une 

alternative au maléimide (Figure 12D). Ils permettent un couplage chimiosélectif sur les 

cystéines et ne subissent pas de dégradation en milieu aqueux, dans du plasma humain ou 

dans des cellules vivantes (Koniev et al., 2014). 

 
Figure 12 : Couplages sur les cystéines. A) Dérivation d’une cystéine par le maléimide. Le maléimide formé peut 

subir une hydrolyse ou une réaction d’échange. B) Réduction ménagée d’une IgG puis dérivation des cystéines au 

maléimide ou reformation des ponts disulfures par du dibromomaléimide (DBM). C) Réduction puis oxydation du 

thiomab. La cystéine libre introduite sur chaque chaine lourde sera le seul site de couplage. D) Dérivation d’une 

cystéine par un 3-arylpropiolonitrile (APN). 

c. Histidines 

Les histidines sont moins nucléophiles que les autres groupements présents sur d’autres 

acides aminés (thiols, amines, alcool, guanidine). La réactivité des histidines dépend de son 
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pKa, de son exposition au solvant, et des liaisons hydrogènes formées par l’intermédiaire du 

cycle imidazole. Pour éviter les réactions avec des groupements plus nucléophiles et garantir 

la spécificité, des conditions précises sont donc nécessaires. Les histidines sont davantage 

utilisées pour leur capacité à former des complexes avec les métaux de transition, notamment 

pour purifier des fragments d’anticorps possédant un tag His6 sur des colonnes de 

chromatographie d'affinité métallique. Elles ont été impliquées à différentes reprises dans des 

additions de Michael sur des doubles liaisons d’aldéhydes conjugués (Uchida and Stadtman, 

1992; Zamora et al., 1999), des vinylsulfones (del Castillo et al., 2014) et des bis-sulfones 

(Cong et al., 2012). 

A l’origine, les bis-sulfones ont servi à ponter des cystéines pour PEGyler des protéines en 

reconstituant leurs ponts disulfures (Balan et al., 2007; Shaunak et al., 2006). La PEGylation 

a ensuite été effectuée de façon spécifique par pontage de deux histidines au sein d’un tag 

His6 (Cong et al., 2012). La première étape est une auto-activation de la bis-sulfone en mono-

sulfone par perte d’acide sulfinique. L’addition de l’histidine sur l’alcène ainsi formé est suivie 

de l’élimination du second acide sulfinique. La seconde histidine peut alors se greffer ce qui 

conduit à une bis-alkylation (Figure 13). Ces réactions sont équilibrées, elles ont été menées 

dans des conditions décrites comme menant à la formation du composé favorisé 

thermodynamiquement. Généralement aucune dé-PEGylation n’a été observée et le produit 

de bis-alkylation est apparu comme stable. Cette réaction a été appliquée à la PEGylation d’un 

VHH et aucune conjugaison n’a eu lieu en l’absence de tag His6. Deux sulfones peuvent se 

greffer sur un tag His6 ou un tag His4. Pour n’avoir qu’un seul couplage par protéine, il est 

possible d’utiliser un tag His2 ou un tag (His-Gly)3. Ce dernier tag n’a pas été testé sur un 

anticorps mais sur la chemerine (Cong et al., 2012).  

Les bis-sulfones peuvent donc être appliquées au couplage sur des fragments d’anticorps sur 

un tag His6 en utilisant une quantité quasi stœchiométrique de sulfone par rapport à l’anticorps 

pour ne coupler qu’une molécule, ou sur un tag (His-Gly)3. 

 

Figure 13 : Mécanisme de bis-alkylation des histidines par les bis-sulfones. 1ère étape : activation de la bis-sulfone 

en mono-sulfone. 2ème étape : alkylation d’une première histidine avec perte d’acide sulfinique. 3ème étape : 

alkylation d’une seconde histidine située au voisinage de la première. 
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d. Glutamines 

L’amide présent sur les glutamines est très peu réactif dans des conditions compatibles avec 

les couplages protéiques. A notre connaissance, la seule possibilité d’utiliser ce résidu est de 

l’employer dans le cadre d’une réaction enzymatique catalysée par une transglutaminase. 

Les transglutaminases sont une famille d’aminoacyltransférases (E.C. 2.3.2.13) qui catalysent 

le couplage entre le groupe ε-amine primaire d’une lysine (donneur) et le groupe γ-

carboxamide d’une glutamine (accepteur) pour former une liaison isopeptidique stable entre 

deux protéines ou peptides. Elles sont également capables de catalyser une réaction de 

déamidation de la glutamine en acide glutamique (Parameswaran et al., 1997). Dans ce cas, 

c’est une molécule d’eau qui joue le rôle de donneur à la place de la lysine (Figure 14). Le rôle 

biologique des transglutaminases est de synthétiser des polymères insolubles de protéines 

qui vont permettre entre autres la coagulation du sang (via le facteur XIII) et le développement 

de la barrière épidermale. Elles sont également utilisées dans l’industrie pour améliorer la 

texture et les propriétés physiques d’aliments riches en protéines. 

 

Figure 14 : Types de réaction catalysées par les transglutaminases. 1 : couplage entre une glutamine et l’ε-amine 

d’une lysine. 2 : couplage entre une glutamine et une amine primaire. 3 : déamidation de la glutamine par couplage 

d’une molécule d’eau. 

Ce sont les transglutaminases microbiennes qui sont utilisées pour des applications 

industrielles car elles possèdent les caractéristiques suivantes : leur activité est calcium-

indépendante contrairement aux transglutaminases mammifères ; elles sont moins 

susceptibles de catalyser une réaction de déamidation que les transglutaminases « facteur 

XIII-like » (Kashiwagi et al., 2002; Ohtsuka et al., 2001) ; la constante de vitesse de la réaction 

de couplage est plus élevée ; et la spécificité de substrat au niveau du donneur est moins 

stringente. En effet, il a été démontré que l’enzyme était capable de catalyser le couplage 
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entre une glutamine et un groupement 5-amino-pentyle, qui correspond à la chaine latérale 

d’une lysine, et plus généralement une amine primaire (Gundersen et al., 2014; Pasternack et 

al., 1997). La première transglutaminase microbienne a été isolée de la souche Streptomyces 

mobaraensis (anciennement connue sous le nom de Streptoverticillium mobaraense) (Ando et 

al., 1989) et sa structure a été caractérisée (Kanaji et al., 1993). Par la suite l’abréviation TG 

sera utilisée uniquement pour désigner la transglutaminase microbienne provenant de cette 

espèce, sauf mention contraire. Celle-ci est la mieux caractérisée des TG microbiennes. Son 

rôle biologique n’est pas complètement connu, mais elle est supposée protéger S. 

mobaraensis contre des protéases en liant entre elles des protéines inhibitrices. Actuellement, 

cette TG recombinante est produite chez E. coli et commercialisée. Les résidus Cys64, Asp255 

et His274 ont été prédits comme constituant sa triade catalytique (Kashiwagi et al., 2002). 

C’est cette cystéine qui est impliquée dans la formation du complexe acyle-enzyme lors de la 

première étape de son mécanisme (Figure 14). 

Au niveau de la glutamine, la TG est beaucoup plus stringente qu’au niveau de la lysine car 

toutes les glutamines d’une protéine ne peuvent pas être dérivées. La TG microbienne est 

donc devenue un outil de couplage site-spécifique sur les protéines. Des études de la 

spécificité du substrat ont été réalisées sur des peptides (synthétiques ou présentés par des 

phages ou des ARN messagers) et des protéines. Il est apparu que les TG microbiennes et 

mammifères n’ont pas les mêmes spécificités. De nombreuses séquences, parfois très 

différentes, ont ainsi été décrites comme des substrats potentiels et sont résumées de façon 

non exhaustive dans le Tableau 6.  

Malgré un grand nombre de glutamines exposées à la surface des protéines, seules celles qui 

se trouvent également dans un environnement flexible ou au niveau d’un dépliement local 

seront accessibles et attaquées par la TG (Fontana et al., 2008; Mero et al., 2009). Il apparait 

donc que pour être dérivée par la TG, une glutamine doit : 

1) se trouver dans une région flexible ou désordonnée, de la même façon que les sites de 

clivages par les protéases (Spolaore et al., 2012). 

2) être entourée de résidus appropriés pouvant interagir avec la Cys64 du site actif de l’enzyme 

pour former l’intermédiaire thioacyle.  

La TG a ainsi été utilisée pour conjuguer de façon site-spécifique des protéines avec des 

molécules d’ADN, des drogues, des radionucléides, d’autres protéines, ou encore des 

polymères comme le PEG. Par exemple, des VHH ont pu être dimérisés donc rendus plus 

actifs grâce à l’insertion d’un S-tag à leur extrémité C-terminale (Tableau 6). Ce S-tag contient 

une glutamine acceptrice et deux lysines donneuses qui sont couplées par la TG (Plagmann 

et al., 2009). Grâce à cette même technique, un scFv a été couplé à la phosphatase alcaline 

(Takazawa et al., 2004). 
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Type de 

substrat 
Protéine Séquence Référence 

Peptides 

Phage display 

Ac-WALQRPH-NH2 

WALQRPYTLTES 

WALQRPHYSYPD 

WSPIPQMRTVPP 

NPKIYPMQGWFV 

YELQRPYHSELP 

Sugimura et al., 2008 

mRNA display 
RLQQP 

RTQPA 
Lee et al., 2013 

Peptides synthétiques LQSP Caporale et al., 2015 

Protéines 

α-lactalbumine 

hGH 

hIL2 

Apomyoglobine 

TEYGLFQINNDS 

IPKEQKYSF 

VLNLAQSKNFH 

ELKPLAQSHATH 

Fontana et al., 2008 

Filgrastime APALQPTQGAM Mero et al., 2009 

Anticorps 

VHH (S-tag) KETAAAKFERQHMDS 
Plagmann et al., 

2009 

IgG1 humaine 

aglycosylée 
PWEEQYNST Jeger et al., 2010 

IgG humaine (Qtag) LLQG Strop et al., 2013 

IgG1 humaine (MTG-

tag) 
GECTYFQAYGCTE 

Siegmund et al., 

2015 

Fab (c-myc tag) EQKLISEEDL Dennler et al., 2015 

Tableau 6 : Résumé des différents substrats reconnus par la TG microbienne. En rouge : glutamine dérivée par 

l’enzyme. hGH : hormone de croissance humaine. hIL2 : interleukine 2 humaine. 

Un grand nombre de glutamines sont présentes dans les IgG (environ 60 dans les IgG1 

humaines). Beaucoup d’entre elles sont exposées à la surface de la protéine mais une étude 

a montré que seulement une ou deux biotines-cadavérine pouvaient être couplées sur une 
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IgG murine (Josten et al., 2000). Cependant, ils n’ont pas déterminé si cette conjugaison était 

site-spécifique ou s’il s’agissait de conjugaisons sur plusieurs sites en faible quantité.  

A l’inverse, plusieurs études ont plus récemment montré que dans ces conditions, aucune 

glutamine naturellement présente sur un anticorps glycosylé n’était réactive vis à vis de 

substrats aminés lors d’une catalyse par la TG. L’anti-L1-CAM chCE7 et le rituximab (anti-

CD20 commercial) (Jeger et al., 2010), ainsi qu’un anti-EGFR, un anti-HER2 et un anti- 

protéine M1S1 (Strop et al., 2013) n’ont pas été modifiés par la TG. Dans une autre publication, 

la TG n’a pas permis la dérivation du cetuximab par une cadavérine, même en rajoutant un 

surfactant anionique permettant de rendre accessible toutes les glutamines enfouies 

(Siegmund et al., 2015). 

 En revanche, si le sucre de l’asparagine 297 est absent suite à une mutation de ce résidu ou 

suite à une déglycosylation in vitro, la conjugaison sur la glutamine 295 devient possible. Ceci 

s’explique par le fait que l’absence de glycosylation entraine une plus grande mobilité de la 

boucle C’E (Q295-T299) qui va rendre accessible cette glutamine auparavant masquée par le 

glycane (Feige et al., 2009). Deux chélateurs de métaux par anticorps ont pu être couplés de 

façon quasi quantitative niveau des Q295 du chCE7 et du rituximab délgycosylés. Les 

radioconjugués obtenus par la suite permettent un meilleur ciblage tumoral chez des souris 

xénogreffées par rapport aux radioconjugués obtenus par couplage chimique (Jeger et al., 

2010). La déglycosylation a également été utilisée pour coupler de façon quantitative et 

spécifique la MMAE au trastuzumab. L’ADC permet d’obtenir une IC50 10 fois plus faible que 

l’anticorps seul lors d’un test de prolifération cellulaire (Dennler et al., 2014). Au lieu de 

déglycosyler, il est possible de produire un anticorps aglycosylé portant une mutation N297X 

pour dériver les Q295 (Bregeon et al., 2013). Avec la mutation N297Q, 2 sites de conjugaison 

supplémentaires sont introduits ce qui conduit à 4 sites de conjugaisons potentiels. Différents 

composés chélateurs ont ainsi été greffés sur le chCE7 avec un DAR de 4 (Jeger et al., 2010), 

tout comme la MMAE sur un anti-CD30 (Lhospice et al., 2015). Cet anti-CD30 MMAE donne 

des résultats prometteurs au niveau de son efficacité in vitro et in vivo et sa stabilité 

plasmatique quand il est comparé à l’Adcetris® qui a un DAR d’environ 4 mais contient 8 sites 

de conjugaison potentiels.  

Ainsi, il n’est pas possible d’utiliser la transglutaminase pour procéder à des couplages sur un 

anticorps lorsqu’il est glycosylé. Cette glycosylation a un rôle important dans le recrutement 

des FcγR, mais dans le cas des ADC, cette absence d’interaction avec le système immunitaire 

peut être un avantage. Pour dériver un anticorps sans affecter cette glycosylation et cibler 

d’autres positions, on peut insérer un tag appelé glutamine tag (Gln tag, Qtag). Suite à un 

screening peptidique, la séquence LLQG a été décrite comme étant un substrat de la TG 
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microbienne. Elle a été insérée sur l’analogue de la chaine B de la monelline et a permis son 

couplage avec la chaine A contenant une lysine pour reconstituer un analogue simple brin 

(Ota et al., 1999). Un grand nombre de peptides dérivés de cette séquence LLQG ainsi que 

d’autres précédemment décrits comme étant des substrats de la TG ont été greffés dans 

plusieurs régions de deux IgG1 : aux extrémités des chaines, et dans des régions dont la 

surface est accessible (Strop et al., 2012). C’est le tag LLQG qui a donné les meilleurs 

résultats. Il a été testé sur 90 sites d’un anti-EGFR. Parmi eux, 12 sites ont donné un bon 

degré de conjugaison. En particulier l’extrémité C-terminale de la chaine lourde (tag LLQGA) 

et l’extrémité C-terminale de la chaine légère (tag GGLLQGA) ont été conjuguées par la 

drogue monométhylauristatine D (MMAD) de façon homogène avec des DAR d’environ 2 

(Strop et al., 2013). Cette technologie est aussi applicable sur les IgG2 et 4. Le même groupe 

a aussi couplé l’amino-PEG6-C2-MMAD avec des DAR de 2, 4, 6 et 8 sur un anti-M1S1 en 

combinant les couplages sur Q295, N297Q et aux extrémités C-terminales des chaines (Strop 

et al., 2015). La spécificité des conjugaisons a à chaque fois été confirmée par digestion des 

ADC et LC/MS. Lorsque l’anticorps est glycosylé, seul le Qtag est dérivé mais il y a environ 

1% de conjugaison sur la Gln295, car la glycosylation n’est pas présente sur 100% des 

molécules d’anticorps. Ce produit secondaire peut-être évité en utilisant un mutant Q295N 

(Farias et al., 2014). 

Très récemment, la chaine lourde du cetuximab a également été dérivée de façon spécifique 

en introduisant une séquence identifiée comme étant un substrat de la TG présente 

naturellement sur la protéine DAIP qui déclenche l’autolyse de métalloprotéases neutres 

(Siegmund et al., 2015). Cette séquence GECTYFQAYGCTE est assez différente de celles 

obtenues par screening de peptides. De plus, elle possède deux cystéines car leur 

appariement est supposé mimer la boucle présente au sein de la DAIP en rigidifiant la stucture.  

Enfin, le peptide c-myc a aussi été décrit comme une alternative au Qtag sur le Fab anti-

protéine d’activation des fibroblastes, un nanobody et un affibody. Il a été introduit en C-

terminal et dérivé par une grande variétés d’amines primaires contenant les fonctionnalités 

suivantes : biotine, fluorophore, chélateur de radioisotopes, amine couplée sur une surface, et 

fonction chimique de chimie click (Dennler et al., 2015). 

Les différents couplages effectués sur les anticorps sont résumés dans la Figure 15. 

La transglutaminase a donc été utilisée pour coupler des drogues, des chélateurs et des 

peptides sur des anticorps au niveau de glutamines particulières en utilisant des conjugués 

possédant la fonction 5-aminopentyle ou plus généralement amine primaire, et ceci de façon 

quasi quantitative. Il aurait pu être envisageable de coupler un conjugué de type glutamine au 

niveau d’une lysine de l’anticorps. Ceci n’est pas appliqué pour 3 raisons. Premièrement, la 
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TG peut catalyser le couplage entre une glutamine et un grand nombre d’amines, ce qui élargit 

le champ des conjugués utilisables. Ensuite, les lysines étant souvent situées en surface des 

anticorps, rien ne prouve que la transamidation aurait pu être spécifique d’une lysine située au 

sein d’une séquence particulière et/ou dans une région localement dépliée. A ce jour, il a 

seulement été montré qu’un substrat contenant une glutamine pouvait être couplé sur 

une/plusieurs lysine(s) du chCE7 sauvage ou aglycosylé à hauteur de 0.3 à 0.5 molécule par 

anticorps, mais la position et l’homogénéité de ce couplage n’ont pas été étudiées (Mindt et 

al., 2008). Enfin, lorsque le substrat ZGlnGlyOH, connu pour être reconnu par la TG, est mis 

en présence du chCE7 aglycosylé, une déamidation de la glutamine a lieu au lieu de la 

transamidation attendue. Le substrat ZGluGlyOH devient alors irréversiblement non réactif 

(Jeger, 2009). 

 

Figure 15 : Les différents sites de conjugaisons par la TG sur les anticorps. Les traits rouges représentent les Qtag 

introduits aux extrémités C-terminales. 

4. Couplages sur des fonctionnalités extrinsèques  

 Ce type de couplage permet l’introduction d’une fonctionnalité absente des chaines 

des acides aminés sur un ou plusieurs site(s) spécifique(s). La plupart du temps, la spécificité 

sera propre au résidu N-terminal ou propre à une séquence protéique particulière qui sera 

reconnue par une enzyme par exemple. Généralement cette nouvelle fonctionnalité sera suivie 

d’une seconde étape de couplage de la protéine avec de petites molécules ou avec une autre 

protéine. 

a. Aldéhydes et cétones  

Les aldéhydes et les cétones font partie des premières fonctionnalités extrinsèques à avoir été 

explorées. Même s’ils ne sont pas complètement abiotiques et sont présents dans certains 

métabolites intracellulaires, ils sont facilement synthétisables et leur petite taille réduit le risque 

de perturber la structure protéique dans laquelle ils seront introduits.  
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i. Incorporation in vitro en N-terminal  

Deux grandes familles de modifications ont été appliquées pour introduire un aldéhyde ou une 

cétone en N-terminal de protéines : l’oxydation au périodate d’une sérine ou d’une théronine 

et la transamination biomimétique. 

A l’origine, la transamination est une réaction d’échange de la fonction amine primaire entre 

un acide aminé et un α-cétoacide catalysée par la transaminase. Cette réaction peut 

s’observer sans enzyme avec différents aldéhydes qui remplacent l’α-cétoacide. Parmi 

plusieurs aldéhydes testés, le pyridoxal-5’-phosphate (PLP), coenzyme des transaminases, 

donne la conversion la plus efficace sur l’angiotensine (Gilmore et al., 2006). En l’absence 

d’enzyme, la transformation peut avoir lieu sur n’importe quel résidu N-terminal d’une protéine. 

La première étape de la réaction est une condensation de l’aldéhyde du PLP avec le 

groupement amine pour former une imine. Le pH du proton en alpha de l’amine N-terminale 

est beaucoup plus faible que celui du proton en alpha de l’ε-amine des lysines. Il y a donc un 

équilibre de tautomérisation uniquement à cette position, ce qui rend la transamination par le 

PLP spécifique du N-terminal. Ceci a été confirmé par digestion puis analyse des fragments 

en spectrométrie de masse. Il se produit ensuite une hydrolyse de la nouvelle imine formée 

qui conduit à la formation de pyruvamide (Figure 16A). Ce pyruvamide va alors pouvoir être 

dérivé avec une hydrazine substituée pour former une hydrazone ou par une hydroxylamine 

pour former une oxime (Figure 16B). La structure de la protéine demeure intacte après cette 

modification à son extrémité (Gilmore et al., 2006). 

 

Figure 16 : Dérivation de l’extrémité N-terminale d’une protéine par le PLP. A) mécanisme de la réaction de 

transamination par le PLP. 1ère étape : formation d’une imine. 2ème étape : équilibre de tautomérisation. 3ème étape : 

hydrolyse en pyruvamide. B) Formation d’une hydrazone ou d’une oxime à partir du pyruvamide par couplage 

respectivement avec une hydroxylamine et une hydrazine. 
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La liaison oxime a été utilisée à plusieurs reprises en guise de linker ou de moyen de détection 

de protéines car la réaction a un bon rendement, et la liaison est plus stable que l’hydrazone 

dans des conditions physiologiques (Kalia and Raines, 2008). Ainsi, le groupe de Gilmore a 

pu attacher des polymères PEG à l’extrémité de plusieurs protéines. Une IgG murine anti-

FLAG ainsi que le fragment Fab correspondant ont aussi été dérivés par le PLP sur leurs 

chaines lourdes et légères puis couplés avec une hydroxylamine contenant un fluorophore, un 

PEG ou une biotine sans affecter leur capacité de liaison à l’antigène (Scheck and Francis, 

2007).  

Pour supprimer les co-produits formés lors de la dérivation de certains résidus N-terminaux 

(comme la décarboxylation de l’acide aspartique) et améliorer les rendements de conversion, 

une librairie tétrapeptidique de type XKWA a été créée avec les 20 acides aminés naturels en 

N-terminal. Les peptides commençant par une alanine ont donné les meilleurs rendement de 

formation d’oxime avec peu de produits secondaires. Les résultats de dérivations sur des 

protéines sont en accord avec les dérivations sur les tétrapeptides (Scheck et al., 2008). 

L’efficacité du PLP dépend aussi du deuxième et troisième résidus N-terminaux. Les 

séquences les plus réactives ont été déterminées par screening combinatoire d’une librairie 

constituée de peptides de 8 résidus (Witus et al., 2010). Les séquences de type AKX et AXK 

donnent les meilleurs rendements, jusqu’à environ 90% (Figure 17A). L’extrémité AKT a alors 

été introduite sur les protéines AFP (alpha-fœtoprotéine) et GFP (green fluorescent protein) et 

conduit à une plus grande efficacité de formation d’oxime totale comparée aux extrémités 

naturelles. Parmi cette oxime totale se trouvent l’oxime désirée et les adduits aldol-PLP et 

oxime-PLP (Figure 17B). 

 

Figure 17 : A) Influence de la nature du deuxième et du troisième résidu lors du couplage au PLP. Le rendement 

correspond au pourcentage de formation d’oxime suite à la dérivation de peptides de séquences AKXWSNAG et 

AXKWSNAG par le PLP (10mM, 18h, 37°C) et au couplage de benzyl-hydroxylamine (250mM, 3h). Figure issue 

de Witus et al., 2010. B) Produits secondaires potentiellement formés lors de la dérivation au PLP. 
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ii. Incorporation in vivo 

Il est possible d’introduire des acides aminés non naturels dont la chaine latérale est un 

aldéhyde ou une cétone, comme la p-acétylphenylalanine. Pour cela, le code génétique est 

étendu en introduisant dans la cellule une paire ARN de transfert/aminoacyl-ARNt synthétase 

génétiquement modifiés capable de synthétiser ces acides aminés modifiés lorsqu’elle 

reconnait un codon particulier au sein de l’ARN messager. Cependant, cette stratégie est 

complexe à mettre en oeuvre et le rendement de production d’anticorps a tendance à être 

affecté de façon non négligeable (Axup et al., 2012). 

La fonction aldéhyde peut être introduite dans une protéine suite à l’oxydation d’une cystéine 

ou d’une sérine en formylglycine (fGly) catalysée par l’enzyme appelée FGE (Formylglycine 

Generating Enzyme). La formation de fGly est une modification décrite comme co- ou post-

traductionnelle, qui a lieu avant le repliement de la protéine. Pour cela, la cystéine ou la sérine 

doit être contenue dans la séquence (C/S)XPXRXXXLTGR. On trouve des modifications de 

cystéines chez les eucaryotes et les microbes aérobies et des modifications de cystéines ou 

de sérines chez les microbes anaérobies (Berteau et al., 2006; von Figura et al., 1998). 

Cette modification est essentielle à l’activité des sulfatases de type I car la cystéine 

transformée est située dans le site catalytique de ces enzymes. L’absence de fGly due à un 

déficite en FGE est responsable d’une pathologie : le déficit multiple en sulfatases (DMS) ou 

maladie d'Austin (Schmidt et al., 1995). C’est dans le cadre d’études sur cette maladie que le 

gène SUMF1 (SUlfatase-Modifying Factor 1) a été identifié comme codant la FGE humaine 

(Cosma et al., 2003; Dierks et al., 2003). Chez E. coli, iI existe une activité FGE-like mais 

l’enzyme responsable de la formation de fGly est encore non définie (Dierks et al., 1998). 

D’autres FGE procaryotes ont également été établies comme responsables de la maturation 

des sulfatases. C’est le cas de Mycobacterium tuberculosis dont le gène Rv0712 a été identifié 

comme codant pour la FGE de cet organisme (Carlson et al., 2008). 

La FGE reconnait ses substrats uniquement grâce à leur séquence primaire car les séquences 

natives reconnues par l’enzyme se trouvent enfouies dans les sulfatases. Elle a donc été 

utilisée comme outil de bioconjugaison après introduction de la séquence consensus au sein 

de protéines hétérologues. Au départ, la séquence de 13 acides aminés LCTPSRGSLFTGR 

présente dans les sulfatases de M. tuberculosis a été introduite aux extrémités de protéines 

exprimées chez E. coli. Cette séquence a été reconnue par la pseudo-FGE d’E. coli. La 

séquence réduite LCTPSR contenant uniquement 6 résidus conservés entre les sulfatases de 

différentes espèces a aussi été reconnue (Carrico et al., 2007). Cependant, l’activité FGE-like 

chez E. coli étant relativement limitée et saturée lors de l’expression de protéines 

recombinantes, la FGE issue de M. tuberculosis a été surexprimée par co-transformation des 
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bactéries. Ceci a permis d’augmenter les rendements de conversion et d’obtenir jusqu’à 99% 

de conversion de la Cys présente dans la séquence LCTPSR en fGly. Cette séquence 

LCTPSR, appelée désormais aldéhyde tag, est donc suffisante et peut être introduite en N- ou 

C-terminal d’une protéine (Carrico et al., 2007). C’est cette séquence qui sera utilisée dans les 

études suivantes, de même que la FGE de M. tuberculosis sera surexprimée dans toutes les 

études où la protéine à dériver est produite chez E. coli. En effet, la spécificité de cette FGE 

n’est pas stricte et plusieurs positions de la séquence peuvent être substituées par une alanine 

tout en conservant la même conversion en fGly (Rush and Bertozzi, 2008). 

La formylglycine a également pu être introduite dans des protéines produites en cellules 

eucaryotes dès 2009 car la FGE humaine est naturellement localisée dans le réticulum 

endoplasmique (Wu et al., 2009). Comme chez E. coli, une meilleure conversion en fGly est 

obtenue en co-transfectant le gène SUMF1 codant pour la FGE humaine, et la séquence 

LCTPSR est suffisante à la reconnaissance par la FGE (bien que la séquence de 13 acides 

aminés issues de l’arylsulfatase A humaine donne de meilleurs rendements). De plus, la 

présence de l’aldéhyde tag dans une protéine conduit aux mêmes rendements de production 

que sa forme sauvage. Les rendements de conversion en fGly sur la séquence LCTPSR sont 

cependant globalement moins bons que chez E. coli : environ 45% lorsque la FGE est co-

transfectée de façon transitoire et environ 65% lorsqu’elle l’est de façon stable.  

L’aldéhyde tag a donc été utilisé pour plusieurs applications de bioconjugaison : PEGylation 

(Carrico et al., 2007), couplage de sondes permettant la détection de protéines membranaires 

ou cytosoliques (Shi et al., 2012; Wu et al., 2009), immobilisation de protéines sur des surfaces 

(Cho and Jaworski, 2014; Kwak and Jaworski, 2013), glycosylation artificielle (Hudak et al., 

2011), couplage de molécules d’ADN (Liang et al., 2014).  

En particulier, l’aldéhyde tag a permis, en association avec d’autres techniques de 

conjugaison, des modifications sur des anticorps :  

• conjugaison d’un peptide FLAG en N- ou C-terminal du fragment Fc d’une IgG murine 

(Wu et al., 2009),  

• biotinylation C-terminale d’une IgG entière (Wu et al., 2009), 

• formation d’hétérodimères entre le C-terminal de la chaine lourde d’une IgG entière et 

la hGH ou la MBP (Hudak et al., 2012) 

• couplage de la maystansine sur le trastuzumab au niveau du CH1, du CH2, du CH3, 

de l’extrémité C-terminale de la chaine lourde, ou du domaine kappa la chaine légère 

(Drake et al., 2014) 

• glycosylation du fragment Fc d’une IgG humaine par substitution de l’Asn297 et des 

résidus suivants par un aldéhyde tag (Smith et al., 2014) 
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iii. Couplages sur les aldéhydes et cétones 

Comme mentionné précédemment, les aldéhydes et cétones peuvent être couplés 

spécifiquement avec des hydrazines et des hydroxylamines à pH légèrement acide (4 à 6) 

pour former respectivement des hydrazones et des oximes (Figure 16B). La liaison oxime est 

plus stable que l’hydrazone dans des conditions physiologiques (Kalia and Raines, 2008), 

mais elle peut être en partie hydrolysée à long terme. Cette hydrolyse, même en faibles 

proportions, est incompatible avec le couplage de drogues pour générer des ADC car la 

drogue ne doit pas être libérée avant d’atteindre sa cible. Les ligations de Pictet-Spengler et 

Hydrazino-Iso-Pictet-Spengler (HIPS) ont donc été développées. Elles mettent en œuvre un 

aldéhyde et une hydroxylamine ou une hydrazine fonctionnalisées avec un cycle indole (Figure 

18). Le second cycle formé est décrit comme stable à pH neutre (Agarwal et al., 2013a, 2013b). 

C’est cette ligation HIPS qui a permis le couplage de la maytansine sur différentes positions 

du trastuzumab. L’ADC obtenu a une meilleure stabilité dans le sérum, des propriétés 

pharmacocinétiques améliorées, une efficacité équivalente voire améliorée et un meilleur profil 

de tolérance que l’ADC classique obtenu par conjugaison aléatoire sur les lysines (Drake et 

al., 2014). 

 
Figure 18 : Ligations de Pictet-Spengler. A) Pictet-Spengler classique. B) Hydrazino-Pictet-Spengler. 

Lors d’un couplage direct d’une molécule ou d’une protéine au niveau de l’aldéhyde ou de la 

cétone précédemment introduite, il peut y avoir des problèmes d’encombrement. Une 

alternative est de coupler un linker bi-fonctionnel plus ou moins long pour espacer les 2 moitiés 

à coupler. Par exemple, des linkers hydroxylamine azide ou hydroxylamine cyclooctyne 

contenant différents nombres de PEG ont été utilisés pour coupler une IgG entière avec la 

hGH ou la MBP par chimie click (voir la partie Azides ci-dessous) (Hudak et al., 2012). 

b. Azides 

L’azide (ou azoture) est un groupement stable en conditions physiologiques, absent des 

molécules naturelles et non réactif vis à vis des fonctionnalités biologiques (Griffin, 1994). Il 

est donc un choix pertinent pour les conjugaisons bio-orthogonales. Il a également l’avantage 

d’être petit, peu polaire, et incapable d’être impliqué dans des liaisons hydrogènes. Il est ainsi 

peu probable que son introduction dans une protéine, et en particulier dans un anticorps, 
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change sa structure et ses propriétés. Par ailleurs, les azides ont permis la détection de 

biomolécules dans des systèmes cellulaires voire des animaux (McKay and Finn, 2014). 

i. Ligation de Stauginger  

La réaction de Staudinger a été la première réaction bio-orthogonale décrite. Elle a été 

découverte en 1919. A l’origine, elle correspondait à la réduction d’un azide en amine primaire 

par une triphénylphosphine (Figure 19A). L’ajout d’un groupement méthylester sur un phényle 

de cette phosphine permet de passer par un intermédiaire cyclique qui après hydrolyse 

aboutira à la création d’une liaison amide (Figure 19B). Cette réaction développée par le 

groupe de Bertozzi est appelée ligation de Staudinger (Saxon and Bertozzi, 2000). Une version 

où l’oxyde de phosphine est éliminé du produit final par hydrolyse a été développée (Figure 

19C). Elle est appelée traceless Staudinger ligation (Saxon et al., 2000). Cette ligation a permis 

de dériver des biomolécules de façon sélective dans des cellules vivantes mais aussi dans 

des animaux (Prescher et al., 2004). Cependant, la ligation de Staudinger n’a pas pu être 

appliquée pour pré-cibler une tumeur avec un anticorps-azide et combiner un radionucléide 

phosphine dans le but de concentrer les radiations dans cette zone tumorale. En effet, un 

produit secondaire s’est formé avec la phosphine chez la souris (Vugts et al., 2011). De plus, 

phosphines ont tendance à s’oxyder facilement dans les systèmes biologiques, et cette 

réaction reste plutôt lente, ce qui complique les bioconjugaisons in vivo.  

 

Figure 19 : Réactions de Staudinger. A) Réduction de Staudinger d’un azide en amine primaire. B) Ligation de 

Staudinger permettant l’addition de deux molécules par création d’une liaison amide. C) Ligation de Staudinger 

sans oxyde de phosphine sur le bioconjugué. X représente un soufre ou un oxygène. 

ii. Chimie click catalysée au cuivre  

Les cycloadditions [3+2] (également appelées cycloadditions 1,3-dipolaires) entre les azides 

et les alcynes aboutissant à la formation d’un mélange de triazoles disubstituées (Figure 20A) 

ont été découvertes par Michael à la fin du 19ème siècle (Michael, 1893) puis étudiées plus en 

détail par Huisgen (Huisgen, 1963). Tout comme les azides, les alcynes sont des groupements 
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absents des systèmes biologiques et de petite taille. Ces cycloadditions lentes nécessitent de 

travailler à haute température ou pression pour obtenir de bons rendements de formation du 

triazole, ce qui n’est pas envisageable pour des réactions sur des biomolécules. Dans les 

années 2000, les groupes de Sharpless et Medal ont découvert que la catalyse au cuivre(I) 

augmentait énormément la vitesse de réaction en solution aqueuse avec des alcynes 

terminaux (Rostovtsev et al., 2002; Tornøe et al., 2002). Cette réaction est régiosélective et 

est appelée CuAAC pour copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (Figure 20B). Le terme 

de chimie click est alors apparu. Pour être désignée par cette appellation, une réaction doit 

être « modulaire, avoir un champ d’application étendu, donner de très hauts rendements, 

générer seulement des coproduits inoffensifs pouvant être éliminés par des méthodes non 

chromatographiques et être stéréospécifique, mais pas nécessairement énantiosélective ». 

Elle doit également pouvoir fonctionner « dans des conditions simples, avec des réactifs 

facilement accessibles », et former un produit stable en conditions physiologiques (Kolb et al., 

2001). 

 

Figure 20 : Cycloadditions [3+2] entre un azide et un alcyne. A) Réaction d’Huisgen conduisant à la formation de 

deux régioisomères. B) Réaction de chimie click catalysée au cuivre (CuAAC) avec un alcyne terminal conduisant 

à la formation d’un unique régioisomère. 

La CuAAC a par exemple été utilisée pour coupler un Fab anti-HER2 contenant un alcyne 

terminal avec une porphyrine azide. L’alcyne a été introduit par une réaction précédemment 

mentionnée : le pont disulfure intrachaine est réduit puis les cystéines sont pontées par un 

dibromomaléimide fonctionnalisé par un alcyne (Bryden et al., 2014). 

La constante cinétique de cette chimie click est environ 25 fois supérieure à celle de la ligation 

de Staudinger (McKay and Finn, 2014). Cependant, elle a été appliquée quasiment seulement 

in vitro à cause de la cytotoxicité du cuivre, qui peut causer des dommages oxydatifs via la 

formation de dérivés réactifs de l'oxygène (comme les radicaux hydroxyles) dans des cellules 

vivantes (Kele et al., 2009). Pour appliquer la CuAAC in vivo, il faut ajouter des ligands qui 

vont accélérer la réaction en protégeant le cuivre de l’oxydation. Ces ligands ont permis de 

faire de l’imagerie sur des cellules vivantes grâce à des glycanes contenant un alcyne terminal 

auxquels ont été couplés des fluorophores azide (Hong et al., 2010; Soriano del Amo et al., 

2010). 
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iii. Chimie click sans cuivre  

Pour améliorer la biocompatibilité de la chimie click, la catalyse au cuivre a été éliminée et 

remplacée par des alcynes activés par une tension de cycle. Cette réactivité des alcynes 

cycliques a été suggérée par Blomquist dans les années 1950 (Blomquist and Liu, 1953) puis 

décrite une dizaine d’années plus tard comme « explosive » par Wittig et Krebs, qui ont mis 

en réaction un cyclooctyne et un phénylazide (Wittig and Krebs, 1961). Ces cyclooctynes 

cycliques n’ont été utilisés en bioconjugaison que bien plus tard par le groupe de Bertozzi 

(Agard et al., 2004). 

Le cyclooctyne est le plus petit cycle stable contenant un alcyne. La contrainte exercée au 

niveau de cette triple liaison (qui devrait être linéaire) le rend très réactif vis à vis des azides. 

La tension de cycle est donc suffisante pour se passer de catalyseur et la réaction est appelée 

SPAAC pour strain-promoted azide-alkyne cycloaddition (Figure 21A). Cependant, l’absence 

de cuivre ralentit la réaction. Pour remédier à ce problème, de nouveaux cyclooctynes ont été 

développés en greffant des substituants fluor électroattracteurs, en fusionnant des cycles 

aromatiques pour augmenter la tension angulaire, ou en introduisant différents hétéroatomes 

dans le cycle (King and Wagner, 2014).  

L’azadibenzocyclooctyne ou DBCO (également abrégé par DIBAC ou ADIBO dans la 

littérature) est un cyclooctyne contenant un azote et fusionné avec deux benzyles (Figure 21B). 

Il a été synthétisé pour diminuer l’hydrophobicité du dibenzocyclooctyne, son homologue sans 

azote (Debets et al., 2010; Kuzmin et al., 2010). Il est l’un des cyclooctynes ayant la meilleure 

constante de vitesse et engendre donc une réaction 100 fois plus rapide que la ligation de 

Staudinger (King and Wagner, 2014).  

La SPAAC n’est pas régiosélective lorsque les cyclooctynes utilisés sont asymétriques. Le 

bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN), un composé symétrique, a été synthétisé pour n’obtenir qu’un 

régioisomère (Figure 21C). Il a une constante de vitesse du même ordre de grandeur que le 

DBCO et possède l’avantage d’être plus hydrophile (Dommerholt et al., 2010). 

Pour appliquer la SPAAC à la conjugaison site-spécifique sur des anticorps monoclonaux, il 

est possible d’introduire le groupement azide ou DBCO grâce aux stratégies mentionnées 

précédemment (couplage sur des fonctionnalités existantes ou extrinsèques) ou d’autres 

stratégies car il existe un grand nombre de réactifs commerciaux possédant ces groupements.  

Différents immunoconjugués ont été obtenus par chimie click. Un radioimmunoconjugué a été 

obtenu en 3 étapes : introduction d’un galactose modifié par un azide au niveau du glycane 

tronqué de l’anticorps, conjugaison avec un chélateur DBCO puis ajout du radionucléide. Le 

conjugué obtenu est stable et réactif in vitro, et montre une bonne pénétration tumorale (Zeglis 



74 
 

et al., 2013). Un ADC a ensuite été construit par déglycosylation du trastuzumab, dérivation 

de la glutamine 295 par une amine azide grâce à la transglutaminase, puis couplage à la 

MMAE DBCO. Le produit obtenu est homogène et fonctionnel in cellulo (Dennler et al., 2014). 

Le trastuzumab a également été dérivé par la MMAF via l’introduction d’un acide aminé non 

naturel (Zimmerman et al., 2014). Une autre application a été le couplage d’un fluorophore 

azide avec un scFv sur lequel un BCN a été préalablement introduit par réaction enzymatique 

catalysée par une transpeptidase, la sortase A. (Alt et al., 2015). 

 

Figure 21 : Réactions de chimie click sans cuivre (SPAAC). Couplage d’un azide avec : A) un cyclooctyne, B) 

l’azadibenzocyclooctyne (DBCO), C) le bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN). 

La chimie click a également permis de coupler des protéines entre elles. Une IgG humaine 

possédant l’aldéhyde tag au niveau du C-terminal de ses chaines lourdes a été dérivée par 

une hydroxylamine DBCO. Elle a été couplée en conditions équimolaires à la MBP (maltose 

binding protein) ou la hGH (human growth hormone) contenant elles-aussi un aldéhyde tag 

dérivé par une hydroxyalmine azide. Le rendement global de formation (formation de l’oxime 

puis cycloaddition) est de 70% (Hudak et al., 2012). 

La SPAAC requiert de très faibles excès. Un ratio DBCO/azide de 1.25 / 1 peut suffire pour 

aboutir à un couplage quantitatif en quelques heures à température ambiante (Dennler et al., 

2014). En revanche, dériver un résidu de façon site-spécifique de façon directe par les 
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méthodes chimiques ou enzymatiques précédemment mentionnées nécessite la plupart du 

temps de plus larges excès. Ainsi, il est possible d’utiliser un grand excès lors de l’étape de 

fonctionnalisation par l’azide ou le DBCO, puis d’utiliser relativement peu de composé dans la 

seconde étape. Ceci est avantageux dans le cas de la production à large-échelle d’un ADC 

par exemple, car cela permet de réduire le coût en utilisant moins de drogue (les linkers 

permettant l’introduction d’azide ou DBCO sont meilleurs marché) et d’avoir moins de drogue 

non couplée à éliminer. L’utilisation d’un linker permet également d’augmenter le rendement 

grâce à ce grand excès et/ou grâce à l’augmentation de sa longueur qui va réduire les 

interactions stériques entre les protéines à coupler (Hudak et al., 2012). 

La chimie click, catalysée ou non, est donc de plus en plus utilisée pour des couplages 

protéine-petite molécule ou protéine-protéine, surtout depuis les années 2010 (Figure 22). 

D’autres types de chimie click ont été développées, comme la réaction de Diels-Alder à 

demande inverse, également appelée ligation tétrazine (Blackman et al., 2008), ou les 

réactions photo-inductibles (Lim and Lin, 2011). Elles ne seront pas développées ici car nous 

avons choisi d’utiliser la SPAAC qui a été la plus décrite pour les conjugaisons sur les anticorps 

monoclonaux. 

 

Figure 22 : Nombre d’articles contenant « click chemistry » mis en ligne par an sur la base de données MEDLINE. 
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OBJECTIFS DE LA THÈSE 

Depuis quelques années, les anticorps monoclonaux recombinants jouent un rôle important 

dans le traitement des cancers grâce à leur spécificité et leur faible toxicité. Les étapes de 

criblage d’anticorps monoclonaux humains dirigés contre une cible sont les suivantes : des 

fragments variables au format scFv ou Fab sont sélectionnés pour leur capacité à se lier à 

l’antigène, fréquemment via une banque de phages. Même si les fragments d’anticorps 

peuvent être utilisés en cliniques dans certaines pathologies, ils sont dépourvus de l’activité 

effectrice du fragment constant Fc impliqué dans le recrutement du système immunitaire. A la 

suite de cette sélection, les candidats scFv sont donc reconstruits sous un format (scFv)2-Fc 

se rapprochant des immunoglobulines naturelles. Ce fragment Fc permet également : de 

dimériser les fragments variables qui ont une faible affinité à cause de leur monovalence et 

d’augmenter leur demi-vie. Suite à cette reconstruction, les (scFv)2-Fc sont produits en cellules 

eucaryotes (généralement HEK ou CHO), purifiés puis testés in vitro et in vivo. 

Un des problèmes de ce type de criblage est la production à large échelle permettant de 

prouver l’efficacité thérapeutique et l’absence de toxicité dans des études précliniques chez 

l'animal. La difficulté vient du fait qu’il faut plusieurs litres de culture cellulaire pour produire les 

quelques milligrammes de (scFv)2-Fc que l’on souhaite tester. Cela représente un travail 

important, long et onéreux. De même, si l’on choisit de tester chez l’animal un anticorps entier, 

il faut reformater ce (scFv)2-Fc au préalable. Ces contraintes limitent aussi le nombre 

d’anticorps entrant dans cette phase préclinique. 

Le but de ce projet est de démontrer qu’il est possible de construire des mimes 

d’immunoglobulines (scFv)2-Fc en associant une production plus simple, rapide et à bas coût 

chez E. coli des scFv et un couplage chimique au fragment Fc qui est commun à tous les 

clones testés. En levant cette étape limitante, nous pourrons tester plus rapidement et en plus 

grand nombre les fragments d’anticorps dans des tests fonctionnels chez l’animal. Cela 

permettra la sélection de fragments d’anticorps sur leur activité en préclinique et non plus 

comme aujourd’hui sur des propriétés de liaison ou des activités sur des lignées cellulaires. 

Comme le fragment Fc est très stable, il pourra être produit en très grandes quantités et 

conservé à long terme. Le Fc de type IgG1 est majoritairement utilisé dans les anticorps 

thérapeutiques. Cependant, les IgG2 et IgG4 peuvent être utilisés pour avoir un recrutement 

de cellules immunitaires différentes. On peut donc envisager d’avoir en stock plusieurs Fc qui 

pourront être utilisés lors de différents criblages. La production indépendante des fragments 

variables et constants permet ainsi une grande modulabilité car il devient possible de tester 

rapidement un grand nombre de combinaisons entre des scFv et différents isotypes ou 

allotypes de Fc (Figure 23).  
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Nous avons choisi une réaction de chimie click sans cuivre pour coupler les fragments 

d’anticorps entre eux. Cette réaction est une addition de l’azide et du DBCO 

(azadibenzocyclooctyne). L’intérêt de cette chimie est son haut rendement, son 

fonctionnement en milieu physiologique et l’absence complète d’interférence avec les 

molécules biologiques dans la mesure où l’azide et le DBCO ne réagiront qu’entre eux et pas 

avec les chaines latérales des résidus des protéines.  

Pour appliquer cette chimie click aux fragments d’anticorps, il faut dériver le scFv sur son 

extrémité C-terminale et le Fc sur ses extrémités N-terminales, et ceci de façon spécifique. 

Parmi 5 stratégies de couplage sélectionnées, nous choisirons celle(s) donnant le meilleur 

compromis entre le rendement et la spécificité.  

Les objectifs de cette thèse sont donc : faire la preuve de concept qu’il est possible de coupler 

un scFv produit en bactéries à un Fc humain par la chimie click, et montrer que ce (scFv)2-Fc 

a des effets biologiques comparables au (scFv)2-Fc produit classiquement, à la fois in vitro et 

in vivo. 

Pour cela, nous avons choisi comme modèle le scFv 4D5 correspondant aux parties variables 

du trastuzumab (Herceptine®) car les effets de cet anticorps in vitro et chez l’animal sont bien 

connus. De plus, ce clone au format Fab a pu être produit avec un très bon rendement en 

bactéries E. coli (Carter et al., 1992). Ce scFv 4D5 sera couplé à un Fc humain d’isotypye 

IgG1, le même que celui du trastuzumab. 

 

Figure 23 : Principe du screening par chimie click  
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RÉSULTATS 

A. Construction des fragments contenant les tags de chimie click 

1. Choix des stratégies de fonctionnalisation pour la chimie click 

Nous avons testé cinq stratégies permettant l’introduction d’une fonction azide (N3) ou 

azadibenzocyclooctyne (DBCO) ou bicyclo[6.1.0]nonyne (BCN) sur les fragments d’anticorps. 

Parmi le grand nombre de bio-conjugaisons décrites dans la littérature, nous avons choisi des 

réactions chimiques ou enzymatiques décrites comme étant site-spécifiques, permettant la 

dérivation des fragments variables (scFv ou Fab) à leur extrémités C-terminales et du fragment 

cristallisable (Fc) à ses extrémités N-terminales par des linkers bi-fonctionnels commerciaux. 

Enfin, ces réactions ont toutes été décrites comme pouvant être appliquées à des anticorps 

ou à des fragments d’anticorps, bien que la localisation des sites dérivés ne soit pas la même 

que dans notre cas. Elles sont résumées dans le Tableau 7.  

Suivant les composés commerciaux existants, il n’est pas toujours possible d’introduire le 

groupement DBCO. Les stratégies mettant en oeuvre des cystéines libres (aldéhyde tag et 

maléimide) n’ont pas été testées sur le fragment Fc ou Fab. En effet, la proximité du tag avec 

la/les cystéine(s) présente(s) dans la région charnière, respectivement les 2 ponts disulfures 

inter-chaines lourdes et le pont entre la chaine lourde et la chaine légère pourrait causer des 

problèmes d’appariement.  

Type de 
couplage 

Nom de la 
stratégie 

Résidu 
couplé 

Tag introduit 
(Spécificité) 

Fragments 
dérivables Fonctionnalité 

Chimique 

maléimide Cys C scFv DBCO ou N3 

PLP NH2 N-
terminal AKT  Fc N3 

bis-sulfone His HHHHHH scFv, Fab 
ou Fc DBCO ou N3 

Enzymatique 
aldéhyde tag Cys LCTPSR scFv N3 

transglutaminase Gln LLQGA  
EQKLISEEDL 

scFv, Fab 
ou Fc DBCO ou N3 

Tableau 7 : Réactions utilisées pour introduire les fonctionnalités de chimie click. Le tag introduit est dérivé au 

niveau d’un résidu spécifique mentionné en rouge.  

2. Construction des vecteurs contenant les tags 

Pour des questions pratiques, nous avons choisi de produire un Fc unique contenant les 3 

tags que nous souhaitions tester. Pour maximiser la dérivation du résidu N-terminal, les 

résidus AKT ont été placés à cette extrémité car ils correspondent à la combinaison donnant 

le meilleur rendement (Witus et al., 2010). La combinaison AKH donne la même efficacité mais 
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elle n’a été testée que sur des peptides et non appliquée à une protéine complexe, 

contrairement à AKT. Cette extrémité est suivie d’une étiquette His6 permettant le couplage de 

bis-sulfones et la détection par des anticorps anti-polyhistidine. Enfin le tag glutamine LLQGA 

(Qtag) est placé à la suite de ces histidines car la détection d’une protéine de la taille du Fc 

par un anti-polyhistidine en western blot sera un moyen simple de s’assurer de la présence de 

cette séquence. Ce Fc est appelé Fc AKT(H)6Q. Par la suite, seul(s) le(s) tag(s) donnant un 

bon couplage et une bonne spécificité seront conservés sur ce Fc. Ces différents tags ont été 

introduits dans le vecteur d’expression eucaryote pFUSE, qui contient le fragment Fc d’une 

IgG1 humaine (Figure 24A) (Moutel et al., 2009). Le hinge n’est constitué que de la partie 

inférieure contenant les 2 ponts disulfures inter-chaines lourdes et ne contient donc pas la 

cystéine du pont reliant la chaine lourde à la chaine légère. 

Les scFv et Fab ont quant à eux été introduits dans des vecteurs ne contenant qu’un tag. Le 

tag His6 est présent dans toutes les constructions car il est nécessaire pour la purification des 

fragments par chromatographie d’affinité métallique ainsi que pour leur détection. Les 

constructions contiennent également le peptide c-myc, qui se trouve dans les vecteurs 

d’expression bactérienne pET23NN et pAB1 utilisés (Figure 24B et C).  

Le Fab 4D5 correspond au Fab’ périplasmique décrit par Carter comme pouvant être produit 

à l’échelle du gramme par litre en fermenteur (Carter et al., 1992). Quelques résidus diffèrent 

car des sites de restriction ont été introduits aux extrémités du VH et du VL pour 

éventuellement insérer d’autres clones par la suite. La chaine légère est d’isotype kappa. Elle 

est suivie de la chaine lourde dont le CH1 correspond à une IgG1 et sur laquelle se trouveront 

les différents tags. Toutes deux sont sous le contrôle d’un seul promoteur.  

Les tags ont été insérés dans les vecteurs par insertion d’oligonucléotides hybridés entre un 

ou deux sites de restriction. Dans les vecteurs pET23NN et pAB1, les différents tags ont été 

introduits au niveau du site de restriction NotI pour se trouver en 3’ du fragment scFv. Dans le 

vecteur pFUSE, les différents tags ont été introduits entre les sites EcoRI et BglII. Après 

digestion par ces enzymes, les oligonucléotides hybridés sont introduits par ligation. Ces 

oligonucléotides obéissent donc aux critères suivants :  
� Après hybridation, leurs extrémités sont cohésives pour permettre la ligation dans le 

vecteur préalablement digéré.  

� Le site Not I est reconstitué en 5’ du tag et les sites EcoRI et BglII sont reconstitués 

respectivement en 5’ et en 3’ du tag. 

� Le cadre de lecture doit être conservé. 

Les séquences protéiques des fragments d’anticorps ainsi que les schémas des différents 
vecteurs utilisés au cours de ce manuscrit se trouvent dans la partie Matériels et méthodes. 
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. 

 
Figure 24 : Schéma des différentes constructions des fragments Fc, scFv et Fab. * représente un codon stop. 

Hinge inf : portion de hinge présente sur le fragment Fc. Hinge sup : portion de hinge présente sur le fragment Fab. 

A) Fc en vecteur d’expression eucaryote pFUSE, possédant un tag en N-terminal précédé de la séquence signal 

interleukine 2 (IL2). B) scFv et Fab en vecteur d’expression cytoplasmique pET23NN possédant un tag en C-

terminal suivi des tags c-myc et His6 pour la détection et la purification. C) Mêmes scFv et Fab en vecteur 

d’expression périplasmique pAB1 précédés respectivement du peptide signal pelB et stII. 

B. Production et purification des fragments d’anticorps 

1. Fragment Fc 

a. Production en cellules eucaryotes et purification 

Les différents fragments Fc ont été produits par transfection transitoire de cellules eucaryotes 

HEK 293T. La séquence signal de l’interleukine 2 permet la sécrétion dans le milieu de culture. 

Les Fc sont purifiés sur colonne de protéine A par une élution acide en glycine à pH 2.7, puis 

mis en tampon PBS. Les rendements de production après purification sont de l’ordre de 10 à 

20 mg/L de culture. Les Fc obtenus sont purs, ont la taille attendue et contiennent bien le tag 

His6 (Figure 25). 
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Figure 25 : Dépôt sur SDS-PAGE du Fc AKT(H)6Q obtenu après purification sur protéine A. NR : non réduit. R : 

réduit. Coloration au bleu de Coomassie ou détection par western blot (WB) avec un anti IgG humaine spécifique 

du fragment Fc ou un anti-polyhistidine. 

b. Fonctionnalité 

La fonctionnalité du Fc AKT(H)6Q a été confirmée par cytométrie en flux sur les lignées 

cellulaires monocytaires THP-1 et U-937 exprimant toutes deux les FcγRI et II. Ce Fc est 

capable de se lier à ces récepteurs à une concentration de 25 µg/mL, soit environ 40 nM 

(Figure 26). La liaison du fragment Fc aux cellules immunitaires n’est donc pas perturbée par 

l’introduction d’un tag. 

 
Figure 26 : Liaison du Fc AKT(H)6Q aux FcγRI et II des lignées U-937 et THP-1 évaluée par cytométrie en flux. 

La fixation est détectée par un anti-IgG humaine (spécifique du Fc)-FITC ou un anti-polyhistidine-FITC. 



83 
 

2. Fragments scFv  

a. Production chez E. coli et purification  

i Production périplasmique 

Le vecteur pAB1 contient un promoteur lac et une séquence signal pelB. L’induction à l’IPTG 

(isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside), un analogue du lactose, va donc permettre la 

sécrétion du scFv dans le périplasme de la souche BL21(DE3). Trois méthodes d’extraction 

des protéines périplasmique ont été testées : la lyse par choc osmotique, à la polymyxine B et 

au lysozyme. 

Le choc osmotique consiste à utiliser une solution hypertonique contenant du saccharose pour 

faire gonfler les membranes bactériennes. Une solution hypotonique contenant des ions 

magnésium va alors libérer le contenu périplasmique (Figure 8).  

La polymyxine B est un antibiotique qui perméabilise la membrane externe des bactéries gram-

négatives et le lysozyme hydrolyse les peptidoglycanes membranaires. Ces deux composés 

conduisent donc également à l’obtention du périplasme par la formation de sphéroplastes. 

Pour obtenir le contenu cytoplasmique (fraction soluble), la lyse peut être poursuivie par 

congélation des bactéries et resuspension dans une solution contenant du lysozyme et un 

détergent, le NP-40. Toutes les protéines qui ne sont pas solubilisées à cette étape sont des 

agrégats et constituent la fraction insoluble. 

Nous n’avons pas récupéré de scFv 4D5 Qtag-myc dans la fraction périplasmique après un 

choc osmotique, de même qu’avec la polymyxine B (Figure 27, gauche, pistes 1 et 7), mais 

on retrouve le scFv dans la fraction cytoplasmique soluble (pistes 2 et 8). En revanche, la lyse 

au lysozyme a permis de récupérer du scFv dans le périplasme sans qu’il en reste dans le 

cytoplasme sous forme soluble ou insoluble (pistes 4, 5 et 6). Dans la fraction insoluble (piste 

6), il ne devrait y avoir que quelques bandes correspondant aux porines de la bactérie. Ici ce 

n’est pas le cas pour toutes les conditions donc la lyse au lysozyme et NP-40 pour libérer le 

contenu cytoplasmique n’a pas été complète. Le scFv présent dans la fraction insoluble doit 

donc être un reste de scFv non lysé car il n’y a pas d’agrégats avec le choc au lysozyme. 

Par la suite, le scFv 4D5 Qtag-myc a donc été extrait du périplasme par une lyse au lysozyme, 

et purifié sur colonne de cobalt avec une élution en présence de 200 mM d’imidazole. On 

obtient ainsi 3 mg de scFv pur par litre de culture bactérienne (Figure 27, droite). 
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Figure 27 : Production périplasmique du scFv 4D5 Qtag-myc. A gauche : dépôt sur SDS-PAGE et coloration au 

bleu de Coomassie ou détection par un anti-polyhisitidine-HRP des fractions périplasmiques (P), cytoplasmiques 

solubles (S) et insolubles (I) après lyse par choc osmotique, lysozyme ou polymyxine B. Les échantillons sont en 

conditions réductrices et proviennent de 20µL de culture bactérienne en Coomassie et 4µL en WB pour une DO600 

de 3.7 à la fin de l’induction. La flèche montre la taille attendue. A droite : dépôt sur SDS-PAGE en conditions non 

réductrices et coloration au bleu de Coomassie de 3µg scFv 4D5 Qtag-myc après purification sur colonne de nickel.  

ii Production cytoplasmique 

Le vecteur pET23NN contient un promoteur T7 qui est reconnu par l’ARN polymérase du 

phage T7. Cette enzyme très active est apportée par le prophage λDE3 inséré dans le 

chromosome de la souche BL21(DE3). La polymérase est sous le contrôle du promoteur 

inductible lacUV5 (Studier and Moffatt, 1986). Ainsi, en l’absence d’induction du lacUV5, très 

peu d’ARN polymérase et de scFv sont présents, ce qui permet une bonne croissance des 

bactéries. Lorsqu’un inducteur comme l’IPTG est ajouté, l’ARN polymérase est produite et va 

permettre la transcription suivie de la traduction du scFv, qui va s’accumuler dans le 

cytoplasme. Pour des raisons pratiques, nous avons utilisé un milieu de culture auto-inducteur 

(Studier, 2005). Il contient plusieurs sources de carbone, du glycérol, du glucose et du lactose. 

Les bactéries vont ainsi initier leur croissance en utilisant le glucose. Lorsque ce dernier sera 

épuisé, la bactérie va devenir perméable au lactose, qui va alors permettre l’induction du 

promoteur. 

Après auto-induction et lyse des bactéries au lysozyme et NP-40, les fractions cytoplasmiques 

solubles et insolubles sont extraites et déposées sur SDS-PAGE. On observe une protéine 

nettement surexprimée à la taille attendue des scFv, une trentaine de kDa (Figure 28, gauche) 

Cette protéine n’est pas présente dans la fraction insoluble (pistes 2 et 4), donc les scFv 

n’agrègent pas, contrairement à ce qui a pu être décrit dans la littérature concernant la 
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production de fragments d’anticorps en cytoplasme (Frenzel et al., 2013). Après purification 

de la fraction soluble sur colonne de nickel et élution avec 200 mM d’imidazole, les scFv sont 

purs (Figure 28, droite) et obtenus avec de très bons rendements allant de 100 à 200 mg/L de 

culture. Ce type de production est également plus rapide que les productions eucaryotes 

puisque seulement 3 jours sont nécessaires entre le moment où une colonie prélevée sur boite 

de Petri est mise en culture et le moment où l’on obtient le scFv purifié.  

Les scFv-Cys-myc ont la particularité de dimériser de façon spontanée à environ 40% (Figure 

28, piste 6). Ceci est en accord avec le fait que le cytoplasme d’E. coli est un environnement 

réducteur et que les ponts disulfures ne s’y forment probablement pas (Prinz et al., 1997). Une 

oxydation partielle a alors lieu lors de l’extraction du cytoplasme, au contact de l’oxygène 

atmosphérique. 

 

Figure 28 : Production cytoplasmique des scFv 4D5-Qtag-myc et -Cys-myc. Dépôt sur SDS-PAGE et coloration 

au bleu de Coomassie. A gauche : fractions cytoplasmique solubles et insolubles. Les échantillons sont en 

conditions réductrices et proviennent de 10µL de culture bactérienne. A droite : 5µg de scFv purifiés sont déposés 

en conditions non réductrices. 

Le scFv Ald tag-myc contient la séquence LCTPSR. Or, E. coli possède une activité FGE. La 

cystéine devrait donc en partie transformée en formylglycine in vivo, de façon co- ou post-

traductionnelle. Pour améliorer ce taux de conversion, un plasmide pACYC184 contenant le 

gène de la FGE de M. tuberculosis (appelé Rv0712) a été co-transfecté avec le vecteur 

pET23NN contenant le scFv. Le vecteur pACYC184 utilisé possède le promoteur ara. 

L’expression de la FGE est donc induite à l’arabinose suivie de l’expression du scFv à l’IPTG. 

La DO600 à la fin de ces inductions est de seulement 1.6, contre 5.2 lorsque la FGE n’est pas 

surexprimée et que le scFv Ald tag est en milieu auto-inducteur. Cette enzyme est donc 

probablement toxique pour nos bactéries. Une lyse classique au NP-40 et lysozyme permet 
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de collecter la fraction cytoplasmique soluble qui est alors purifiée sur colonne de nickel de la 

même façon que les autres scFv (Figure 29).  

Le scFv Ald tag est purifié à hauteur de 31 mg/L de culture lorsque la FGE est co-exprimée 

contre plus de 100 mg/L sans celle-ci. De la même façon que le scFv Cys-myc, le scFv Ald 

tag-myc dimérise spontanément (Figure 29). Après la conversion de la Cys en fGly catalysée 

par la FGE, il y a moins de dimères car la fGly n’est plus capable de former des ponts 

disulfures. Il y a donc logiquement davantage de monomères lorsque la FGE est surexprimée : 

65% contre 40%. Ce taux de conversion est nettement inférieur aux 99% obtenus lors de 

l’introduction du tag LCTPSR en C-terminal de la MBP (Carrico et al., 2007). Or, la formation 

de la fGly in vivo doit être suivie d’un couplage avec une hydroxylamine azide avant de pouvoir 

coupler le scFv au fragment Fc. Cette seconde réaction est décrite comme ayant un rendement 

de 70% (Hudak et al., 2012). On obtiendrait alors au maximum 45% de scFv contenant la 

fonction azide suite à ces 2 étapes, ce qui est trop faible. Ce problème de rendement combiné 

au fait que la FGE semble toxique pour nos bactéries nous ont donc conduit à abandonner 

cette stratégie pour la suite. 

 

Figure 29 : Production cytoplasmique du scFv 4D5-Ald tag-myc en surexprimant ou non la FGE de M. tuberculosis. 

Dépôt sur SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie. A gauche : fractions cytoplasmique solubles. Les 

échantillons sont en conditions réductrices et proviennent de 20µL de culture bactérienne. A droite : 5 µg de scFv 

purifiés sont déposés en conditions réductrices. 

b. Oxydation des scFv cytoplasmiques 

Après purification, les scFv précipitent en quelques heures à température ambiante ou 

quelques jours à 4°C, ce qui conduit à la perte totale des protéines. Nous avons émis 
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l’hypothèse que cette instabilité était due au fait que leurs ponts disulfures n’étaient pas formés 

dans le cytoplasme où ils ont été produits.  

i Production en cytoplasme oxydant 

La souche BL21(DE3) utilisée habituellement a été co-transformée par le pET23NN-scFv et le 

plasmide pFH255 contenant les gènes codant pour l’isomérase de ponts disulfures DsbC et la 

sulfhydryle oxydase Erv1p. Ces enzymes ont été décrites comme permettant la production de 

protéines eucaryotes contenant plusieurs ponts disulfures au sein du cytoplasme d’E. coli 

(Nguyen et al., 2011). Après une lyse et une purification habituelles, la stabilité thermique des 

scFv est évaluée. Pour cela, ils sont chauffés de 24 à 95°C en présence de Sypro orange. 

Plus les protéines vont se déplier, plus ce fluorophore va pouvoir se fixer sur les résidus 

hydrophobes enfouis. Il y aura donc un maximum de fluorescence à la température où la 

protéine sera entièrement dépliée. Aux températures supérieures, elle va agréger et le 

fluorophore va alors se détacher, ce qui induit une diminution de fluorescence. Le scFv est 

caractérisé par sa température de demi transition (Tm), qui dépend directement de son état 

d’oxydation. 

Les scFv 4D5 Qtag-myc et Cys-myc produits en cytoplasme réducteur ont une Tm d’environ 

55°C. Le scFv 4D5 Qtag-myc produit en périplasme, dont l’environnement est naturellement 

oxydant, a quant à lui une Tm d’environ 63°C. Ce test est donc pertinent pour évaluer la 

formation des ponts disulfures intrachaines. Lorsque les scFv sont produits en cytoplasme 

oxydant, il n’y a aucun effet sur la Tm ce qui démontre que la co-expression des enzymes 

Erv1p et DsbC catalysant l’oxydation n’a pas suffi à former les ponts disulfures (Figure 30). 

 
Figure 30 : Stabilité thermique des scFv produits en cytoplasme réducteur, cytoplasme oxydant et périplasme 

(naturellement oxydant). En rouge et vert : scFv 4D5 Cys-myc produits en cytoplasme respectivement oxydant et 

réducteur. En noir et violet : scFv 4D5 Qtag-myc produits en cytoplasme respectivement oxydant et réducteur. En 

bleu scFv 4D5 Qtag-myc produit en périplasme. 
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Cette absence d’oxydation est vrasemblablement due au fait que le scFv 4D5 est très 

fortement exprimé dans nos bactéries, ce qui sature le système d’oxydation enzymatique.  

ii Oxydation au sulfate de cuivre des scFv purifiés 

En nous inspirant de ce qui avait été décrit pour des Ig entières, nous avons alors cherché à 

oxyder les scFv au sulfate de cuivre (Junutula et al., 2008a). Ces scFv sont donc traités avec 

20 équivalents molaires de CuSO4 par scFv pendant 1h, 3h ou 16h à température ambiante. 

Le précipité formé, qui contient une petite quantité de scFv et des sels, est ensuite éliminé par 

centrifugation, le CuSO4 est éliminé par dessalage et la stabilité thermique est évaluée. Dans 

notre cas, 1h ou 3h ne suffisent pas à oxyder totalement notre scFv avec 20 éq puisque l’on 

observe 2 transitions. En effet, après 3h il y a un changement de pente de la courbe aux 

alentours de 60°C. En revanche, au bout de 16h l’oxydation est totale et une Tm du même 

ordre de grandeur (63°C) que celle du scFv périplasmique est obtenue (Figure 31). 

 

Figure 31 : Stabilité thermique du scFv 4D5 Qtag-myc après oxydation par 20 équivalents de sulfate de cuivre. En 

vert : scFv cytoplasmique non traité. En orange, violet et rouge : scFv cytoplasmique traité au cuivre respectivement 

pendant 1h, 3h et 16h. En bleu : scFv périplasmique naturellement oxydé. 

Malgré cette oxydation qui le rend stable thermiquement, le scFv 4D5 doit être conservé sous 

certaines conditions pour ne pas précipiter : à 4°C et non à -20°C, à une concentration 

inférieure à 2.5 mg/mL, et en tampon TBS imidazole 200mM pH 7.5 car le PBS et l’absence 

d’imidazole conduisent à une précipitation complète, même une fois stabilisés par oxydation. 

Nous avons également testé les tampons HEPES 15mM, NaCl 150mM pH 7.4 et phosphate 

de sodium 20mM, NaCl 500mM pH 7.4. Là encore le scFv 4D5 précipite complètement. 
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c. Fonctionnalité des scFv cytoplasmiques 

La capacité de liaison des scFv 4D5 Qtag-myc et Cys-myc produits en cytoplasme ou 

périplasme a été évaluée par cytométrie en flux sur la lignée de cancer du sein SK-BR-3 

exprimant le récepeur HER2. La lignée NIH/3T3 de fibroblastes murins n’exprime pas HER2 

humain. Elle est utilisée pour démontrer la spécificité de fixation des scFv. Quel que soit leur 

tag et la façon dont ils ont été produits, les scFv se lient spécifiquement à HER2 même à une 

très faible concentration de 0.1 µg/mL, soit environ 3 nM (Figure 32). 

 

Figure 32 : Fixation des scFv 4D5-tag-myc non oxydés sur HER2 évaluée par cytométrie en flux sur la lignée SK-

BR-3. Les scFv sont utilisés à une concentration de 0.1 µg/mL et sont détectés avec un anti-polyhistidine couplé 

au FITC. NIH/3T3 n’exprime pas HER2. Péri : périplasmique. Cyto : cytoplasmique. 

Les scFv cytoplasmiques non oxydés sont donc capables de se lier à leur antigène mais leur 

instabilité thermique rend obligatoire leur oxydation au sulfate de cuivre. Pour vérifier que la 

conservation des scFv en présence de cet agent oxydant n’affectait pas leur fixation, nous 

avons procédé à un test ELISA. Le scFv 4D5 Qtag-myc a été oxydé pendant 16h. Cette 

oxydation a été suivie d’une conservation pendant 1 mois à 4°C sans éliminer le CuSO4 dans 

une seconde condition. La Figure 33 ne montre aucune différence de liaison à HER2 entre le 

scFv non oxydé, oxydé naturellement et oxydé in vitro puis conservé en présence de CuSO4.  

Les scFv 4D5 Qtag-myc et Cys-myc cytoplasmiques sont donc purifiés avec de très bons 

rendements. Leur oxydation in vitro permet d’égaler le scFv périplasmique en terme de stabilité 

thermique et de fixation à HER2. C’est donc l’auto-induction cytoplasmique qui sera utilisée 
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pour produire tous les scFv. Par la suite, les scFv seront oxydés par 20 éq de CuSO4 en TBS 

imidazole 200mM pH 7.5 pendant 16h à température ambiante (TA) et ce cuivre et cet 

imidazole ne seront pas éliminés avant de procéder aux couplages des extrémités de chimie 

click pour s’affranchir d’une étape de dessalage et éviter les problèmes de précipitation. 

 

 

Figure 33 : Fixation du scFv 4D5 Qtag-myc oxydé au récepteur HER2-Fc évaluée par ELISA. Les scFv mis en 

présence de cuivre pendant 16h ou 1 mois (en bleu ou violet) sont comparés au scFv non oxydé (NT, en vert) et 

au scFv périplasmique (en rouge). Ils sont détectés par un anti-polyhistidine couplé HRP. La DO450 normalisée 

correspond à la DO450 en présence de scFv soustraite par la DO450 avec l’anticorps secondaire seul sans scFv. 

3. Fragments Fab  

a. Construction à un promoteur 

i Production cytoplasmique 

Comme le scFv, le Fab 4D5 Qtag-myc est inséré dans le pET23NN. Il est produit en 

cytoplasme par auto-induction, extrait par une lyse au lysozyme et NP-40 puis purifié sur 

colonne de nickel. Le rendement obtenu après purification est de 6 mg/L soit environ 20 fois 

inférieur à celui du scFv équivalent. Ce "faible’’ rendement est dû au fait que la chaine légère 

est beaucoup mieux exprimée que la chaine lourde (Figure 34A, piste 1). Après purification il 

y a autant de chaine lourde que de chaine légère car seule la chaine lourde se fixe sur le nickel 

(piste 3). La chaine légère en excès n’est donc pas retenue sur la colonne. De plus, il y 

beaucoup d’agrégation de la LC (piste 2) contrairement au scFv qui n’agrégeait pas du tout. 

Ces agrégats peuvent être dus à un problème intrinsèque de solubilité ou au fait qu’il n’y a pas 

assez de chaine lourde avec qui s’associer. 
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Nous avons alors tenté d’améliorer les conditions d’induction en utilisant de l’IPTG à 0, 10, 100 

ou 1000 µM pendant 4h, 6h ou 8h à 25°C, 30°C ou 37°C. Les bactéries sont ensuite lysées 

pour extraire leur cytoplasme. Les différentes fractions solubles ont été déposées sur SDS-

PAGE et analysées par western-blot. Seule la concentration 1000 µM à 25°C ou 30°C qui a 

donné les meilleurs résultats est représentée ici (Figure 34B). De façon surprenante la HC est 

seulement exprimée de façon visible en western blot après 6h à 30°C (piste 7) alors que dans 

ces conditions la LC l’est assez peu. Par contre, on ne distingue pas cette HC en bleu de 

Coomassie. Ces conditions n’aboutissent donc pas à une amélioration suffisante pour être 

exploitées. 

 

Figure 34 : Expression cytoplasmique du Fab 4D5 Qtag-myc par auto-induction (A) et par ajout d’IPTG 1mM (B). 

Dépôt sur SDS-PAGE et coloration au bleu de Coomassie ou détection de la chaine lourde (HC) par un anti-

polyhistidine-HRP et de la chaine légère (LC) par un anti-Fab produit en chèvre puis un anti-chèvre HRP ou par un 

anti-chaine légère kappa-HRP. Les échantillons sont en conditions réductrices et proviennent de 10 µL de culture 

bactérienne en Coomassie et 1µL en WB. A) Après auto-induction, les fractions cytoplasmiques soluble (S) et 

insoluble (I) sont déposées ainsi que le Fab après purification sur nickel (Purif) : 5µg en Coomassie et 1.2µg en 

WB. B) Après induction avec 1 mM d’IPTG à 25 ou 30°C, les fractions cytoplasmiques solubles sont déposées.  

ii Production périplasmique 

Nous avons donc tenté de produire le Fab 4D5 Qtag-myc en périplasme après insertion dans 

le vecteur pAB1 de la même façon que le scFv. Comme pour l’expression cytoplasmique, nous 

avons testé différentes conditions d’induction : IPTG à 0, 10, 100 ou 1000 µM pendant 4h, 6h 

ou 8h à 25°C, 30°C ou 37°C. Les bactéries sont ensuite lysées au lysozyme pour extraire leur 

périplasme. Ces différentes fractions ont été déposées sur SDS-PAGE et analysées par 

western-blot. Seule les inductions à 37°C qui ont donné les meilleurs résultats sont 
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représentées ici (Figure 35). Là encore la HC est beaucoup moins exprimée que la LC. De 

plus, notre Fab se produit avec un rendement de seulement 3 mg/L (comparable à celui obtenu 

en cytoplasme) alors qu’il a été décrit comme se produisant avec de très hauts rendements, 

mais avec un autre promoteur et en fermenteur (Carter et al., 1992). 

 

Figure 35 : Expression périplasmique du Fab 4D5 Qtag-myc par induction à 37°C avec 0.1 ou 1 mM d’IPTG entre 

4h et 8h. Les fractions périplasmiques sont déposées sur SDS-PAGE puis colorées au bleu de Coomassie ou 

détectées par un anti-polyhistidine HRP pour la chaine lourde (HC) et par un anti-chaine légère kappa HRP pour la 

chaine légère (LC). Les échantillons sont en conditions réductrices et proviennent de 10 µL de culture bactérienne 

en Coomassie et 1µL en WB. 

b. Construction à deux promoteurs  

Le fait de ne trouver de chaine lourde du Fab ni dans les fractions solubles ni sous forme 

agrégée nous laisse penser qu’il pourrait y avoir un problème au niveau de sa transcription. 

Pour tenter d’améliorer l’efficacité transcriptionnelle, nous avons inséré un deuxième 

promoteur T7 en amont de cette chaine au sein du vecteur pET23NN par PCR assembly. Le 

Fab cytoplasmique a été induit en milieu auto-inducteur pendant 20h à 20°C et à l’IPTG dans 

les conditions les plus optimales déterminées avec un seul promoteur : 1 mM pendant 3h à 

30°C ou 6h à 25°C. Après ces durées, le cytoplasme est extrait et les fractions solubles et 

insolubles sont analysées par SDS-PAGE colorées au bleu de Coomassie et détectées par 

western blot.  
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Quelle que soit l’induction, la chaine lourde reste non exprimée (Figure 36). Faute de temps, 

nous avons donc choisi de ne pas poursuivre le développement des fragments Fab et de nous 

focaliser sur le couplage de scFv produits dans le cytoplasme d’E. coli et oxydés in vitro au 

sulfate de cuivre sur un Fc produit en cellules HEK.  

Nous aurions pu tester d’autres promoteurs pour palier au problème d’expression de la chaine 

lourde, ou encore utiliser des scFab qui consistent à relier les chaines lourdes et légères du 

Fab par un linker peptidique, de la même façon que les scFv. 

 

Figure 36 : Expression cytoplasmique du Fab 4D5 Qtag-myc construit avec un promoteur supplémentaire en amont 

de la chaine lourde. 1 : auto-induction 20h à 20°C. 2 : induction à l’IPTG 1 mM pendant 3h à 30°C. 3 : induction à 

l’IPTG 1 mM pendant 6h à 25°C. Dépôt sur SDS-PAGE des fractions cytoplasmiques solubles (S) ou insolubles (I) 

puis coloration au bleu de Coomassie ou détection de la chaine lourde (HC) par un anti-polyhistidine HRP et de la 

chaine légère (LC) par un anti-Fab produit en chèvre puis un anti-chèvre HRP. Les échantillons sont déposés en 

conditions réductrices et proviennent de 16µL de culture bactérienne à DO600=2.2 en Coomassie et de 2 µL en WB. 
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C. Fonctionnalisation des fragments pour la chimie click 

1. Principe 

Les conditions des réactions de couplage en termes d’équivalents molaires de linker par 

rapport au fragment d’anticorps, de tampon, de temps et de température sont inspirées de 

celles précédemment décrites dans la littérature. Après réaction, l’excès de linker est éliminé 

par dessalage. Les fonctionnalités azide et DBCO sont détectées respectivement par un 

fluorophore DBCO ou azide. La quantification relative entre les différentes conditions est donc 

possible par dépôt sur SDS-PAGE, détection de la fluorescence puis coloration au bleu de 

Coomassie. Lorsque des fragments de masses molaires différentes et/ou contenant un ou 2 

tag(s) (2 tag pour le Fc, 1 tag pour le scFv) seront comparés, ils seront déposés de telle sorte 

à déposer une quantité de matière d’azide ou de DBCO équivalente (c'est-à-dire deux fois 

moins de Fc que de scFv par exemple). 

Les linkers bi-fonctionnels utilisés contiennent tous quelques molécules de polyéthylène glycol 

(PEG) entre les fonctionnalités de chimie click et les fonctionnalités permettant le couplage sur 

les fragments d’anticorps. Ces PEG ont deux fonctions : permettre un éloignement stérique 

des extrémités azide ou DBCO par rapport aux anticorps, ce qui va les rendre plus accessibles 

lors de la réaction de chimie click finale. Par exemple, le DBCO-PEG4-maléimide a une 

longueur de 26.3 Å. La seconde fonction est de réduire ou éliminer les problèmes d’agrégation 

ou de précipitation dus au caractère hydrophobe du DBCO grâce à l’ajout d’une chaine 

hydrophile.  

2. PLP  

Le PLP a été décrit comme transformant de façon spécifique l’amine primaire N-terminale 

d’une protéine en cétone. La présence de cette cétone est détectée par couplage à 

l’hydroxylamine Alexa Fluor 488. En dérivant le Fc avec des concentrations de PLP de 0.5 à 

5 mM, on observe l’apparition de multimères de Fc (Figure 37A). Ces multimères sont dus à 

un couplage provoqué par le PLP car ils sont observés dans les mêmes proportions même 

sans ajouter l’hydroxylamine (données non représentées ici). En conditions réductrices, les Fc 

entre 54 et 73 kDa peuvent donc correspondre à la réduction de ces multimères ou encore à 

la présence de couplages entre les 2 chaines d’un même dimère de Fc qui empêchent sa 

réduction. La fluorescence est bien spécifique de la présence de cétone car elle est absente 

lorsque le Fc n’est pas préalablement dérivé au PLP. Le rendement de dérivation est 

comparable dans toutes les conditions. En revanche, il semble y avoir légèrement moins de 

couplages inter- ou intra-Fc lorsque la concentration en PLP est plus importante (pistes 5 et 
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10). Après réduction, les dimères présentent de la fluorescence ce qui prouve que la fonction 

cétone a tout de même été introduite. 

Pour déterminer si ces multimères sont dus au long temps de réaction du PLP, une gamme 

de temps de réaction entre 1h et 18h a été effectuée avec 5mM de PLP, la concentration 

donnant le moins de multimères (Figure 37B). Plus la réaction est longue, plus ces multimères 

sont présents. Le rendement maximal est obtenu au bout de 2h30 de réaction (pistes 13 et 

18). A ce temps, il y a déjà des multimères en quantité non négligeable. Aux temps plus longs, 

la cétone formée peut être dégradée et/ou former des produits secondaires conduisant à des 

couplages inter- ou intra-moléculaires, ce qui expliquerait la plus faible efficacité.  

La dérivation au PLP de chaque protéine doit être optimisée de manière à trouver un 

compromis entre un rendement le meilleur possible et peu de produits secondaires. Ici, nous 

n’avons pas réussi à trouver des conditions permettant de dériver l’amine N-terminale de notre 

Fc en cétone de façon spécifique. La formation de liaisons covalentes inter- ou intra-protéines 

en présence de PLP n’a jamais été décrite auparavant et nous n’avons pas cherché à 

déterminer la nature de ces liaisons. Leur apparition pose un problème de pureté du Fc donc 

nous avons décidé de ne pas poursuivre cette stratégie. De plus, le PLP a précédemment été 

décrit pour la dérivation de protéines monomériques mais nous sommes dans un contexte 

différent car notre Fc est dimérique.  

 

Figure 37 : Dérivation du Fc AKT(H)6Q au PLP révélée par couplage à l’hydroxylamine Alexa Fluor 488. Dépôt sur 

SDS-PAGE de 4µg de Fc, révélation de la fluorescence et coloration au bleu de Coomassie. A) Gamme de 

concentration de PLP de 1 à 5 mM lors d’une réaction de 18h à 37°C. B) Gamme de temps de réaction à 37°C de 

1h à 18h en présence de PLP 5 mM. 
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3. Bis-sulfones 

Les bis-sulfones permettent de dériver les tags His6. Au départ, nous souhaitions conjuguer 

les bis-sulfones sur les scFv ou le Fc. Cependant, la présence d’imidazole est requise pour 

empêcher la précipitation des scFv. Or, les bis-sulfones s’additionnent sur le cycle imidazole 

de la chaine latérale des histidines donc sa présence semble incompatible avec l’utilisation de 

ces composés. Pour vérifier cela, nous avons couplé la bis-sulfone-PEG3-azide ou la bis-

sulfone-PEG2-DBCO sur le Fc AKT(H)6Q en présence de différentes concentrations 

d’imidazole. Ces composés ont été synthétisés par le Dr Nicolas Joubert (GICC Tours). 

Après 6h de réaction à température ambiante, l’excès de sulfone est éliminé par dessalage et 

les extrémités azide et DBCO sont détectées par fluorescence. En présence de 200mM 

d’imidazole, la réaction avec les sulfones est totalement inhibée (Figure 38). Même à 

seulement 10mM, elle est fortement inhibée. Le même résultat a été obtenu pour la bis-sulfone 

DBCO. La conjugaison des bis-sulfones ne peut donc être appliquée qu’au fragment Fc. 

 
Figure 38 : Inhibition du couplage de la bis-sulfone-PEG3-azide sur le Fc AKT(H)6Q en présence d’imidazole. 

L’extrémité azide est détectée par du DBCO fluorescent puis 5µg sont déposés sur SDS-PAGE en conditions 

réductrices. 

Les bis-sulfones ont été décrites comme spécifiques du tag His6 lors du couplage à un dAb. 

Cependant, elles peuvent aussi se fixer à deux histidines séparées par un résidu car la 

chémérine contenant le tag (His-Gly)3 a pu être conjuguée (Cong et al., 2012). Or, dans le 

fragment Fc d’une IgG1 humaine une succession de résidus histidines se trouvent dans le 

domaine CH3 (Figure 39). Elles sont présentes aux positions 429, 433 et 435 (numérotation 

EU) et sont relativement proches dans l’espace. Nous avons alors émis l’hypothèse que les 

bis-sulfones risquaient de se fixer dans cette zone. L’histidine 435 a une position centrale dans 

l’espace mais elle est impliquée dans la liaison au FcRn donc elle ne peut pas être mutée. 

L’histidine 433 est indirectement impliquée dans cette liaison. Lorsqu’elle est mutée en 

alanine, le Fc conserve 41% de son affinité au récepteur (Shields et al., 2001). Nous avons 
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donc introduit cette substitution H433A sur un Fc sans tag par mutagénèse dirigée puis 

comparé la fixation des bis-sulfones avec et sans cette mutation.  

 

Figure 39 : Structure cristallographique d’une IgG1 humaine. En bleu : glycosylation. En rouge : résidus histidine. 

La Figure 40 montre un couplage identique de la sulfone azide que l’histidine 433 soit mutée 

ou non. Des résultats identiques ont été obtenus avec la sulfone DBCO. La présence de 

dimères non réductibles de Fc montre qu’il y a des conjugaisons entre deux histidines situées 

chacune sur une chaine du Fc, ce qui empêche sa dissociation en monomère, et/ou que des 

histidines situées sur des Fc différents sont pontées par une bis-sulfone. Les bis-sulfones 

semblent donc capables de se fixer sur deux histidines proches dans l’espace, même si elles 

sont séparées de plus d’un résidu dans la séquence primaire. Par exemple, les histidines 429 

et 435 d’une même chaine sont assez proches et pourraient être impliquées. 

 
Figure 40 : Dérivation du fragment Fc d’une IgG1 humaine sans tag avec ou sans mutation H433A par 8 

équivalents molaires de bis-sulfone-PEG3-azide pendant 5h à 37°C. La présence de l’azide est détectée par 

couplage de DBCO fluorescent puis 5µg sont déposés en conditions réductrices sur SDS-PAGE. 
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Nous nous sommes alors demandé si les bis-sulfones pouvaient avoir une préférence de 

fixation pour un tag polyhistidine par rapport aux autres histidines. Deux bis-sulfones peuvent 

se fixer par tag His6 (Cong et al., 2012). Nous avons donc choisi d’introduire un tag (His-Gly)3 

qui permet de ne conjuguer qu’une seule bis-sulfone par chaine de Fc. Le Fc A(HG)3Q (qui 

contient aussi un Qtag) a été construit par insertion d’oligonucléotides hybridés entre les sites 

de restriction EcoRI et BglII à partir du Fc AKT(H)6Q. La mutation H433A y a été introduite par 

mutagénèse dirigée. Une quantité équimolaire de bis-sulfone a été mise en réaction avec le 

Fc sans tag ou le Fc A(HG)3Q contenant ou non la substitution H433A (donc 2 équivalents par 

Fc) pendant un temps de réaction plus court (3h à température ambiante). Dans ces conditions 

plus douces les dimères non réductibles ne sont presque plus présents (Figure 41A). 

Cependant, la mutation H433A ne permet toujours pas d’empêcher l’addition sur le Fc sans 

tag (piste 4). Ceci prouve que les bis-sulfones peuvent se fixer sur deux histidines d’une même 

chaine lorsqu’elles sont proches spatialement et/ou être impliquées dans une réaction 

d’addition avec n’importe quelle histidine sans que la seconde addition (présente dans le 

mécanisme réactionnel de la Figure 13) sur une histidine voisine n’ait lieu. De plus, le Fc 

A(HG)3Q avec ou sans mutation H433A présente une conjugaison comparable à celle sur le 

Fc sans tag (pistes 2, 4, 6 et 8). Ceci montre que l’efficacité de couplage sur le Fc sans tag 

était déjà maximale.  

Ainsi, les bis-sulfones se fixent sur d’autres histidines que celles présentes dans une séquence 

de type HXH. Toutes les possibilités de fixation sont représentées dans la Figure 41B. Ces 

couplages non spécifiques nous ont donc conduit à abandonner cette stratégie car il n’est pas 

envisageable de muter toutes les histidines accessibles du Fc étant donné leur implication 

dans la liaison du fragment Fc au FcRn.  
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Figure 41 : Dérivation du Fc A(HG)3Q ou du Fc sans tag avec ou sans mutation H433A par la bis-sulfone-PEG3-

azide. A) 2 équivalents molaires de sulfone sont mis en réaction avec le Fc sans tag ou le Fc A(HG)3Q pendant 3h 

à température ambiante. La présence de l’azide est détectée par couplage de DBCO fluorescent puis 5µg sont 

déposés en conditions réductrices sur SDS-PAGE. B) Possibilités de fixation des bis-sulfones sur le Fc. Les sites 

de fixation sont aléatoires sur le schéma. 
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4. Cystéine libre 

a. Dérivation au maléimide 

Le scFv 4D5 Cys-myc est oxydé au sulfate de cuivre pour former ses ponts disulfures 

intrachaines. Comme nous l’avons vu précédemment (Figure 28), il est en partie sous forme 

dimérique donc le pont interchaine doit ensuite être réduit pour rendre la cystéine introduite 

accessible. Cette réduction ne doit pas affecter les ponts intrachaines donc nous avons utilisé 

un agent réducteur doux : le TCEP (tris(2-carboxyéthyl)phosphine). Pour vérifier que le TCEP 

n’a réduit que les ponts inter-scFv, ces scFv ont subi un test de stabilité thermique (Figure 42). 

L’oxydation a bien permis d’obtenir une Tm similaire à celle du scFv périplasmique et la 

réduction au TCEP élimine totalement les dimères sans affecter cette stabilité. 

 
Figure 42 : Conservation de la stabilité thermique après réduction des dimères de scFv 4D5 Cys-myc au TCEP. 

Traitement par 20 éq de CuSO4 pendant 16h à TA, élimination du cuivre, traitement par 100 éq de TCEP 1h à 

37°C, élimination du TCEP, blocage des cystéines libres par 30mM de N-éthylmaléimide pendant 30min à TA. Au 

milieu : 5µg de scFv sont déposés sur SDS-PAGE en conditions non réductrices. En bas : test de stabilité thermique 

sur les mêmes échantillons. NT : scFv cytoplasmique non traité (courbe noire). T+ : scFv périplasmique (bleu). Cu : 

scFv cytoplasmique oxydé au CuSO4 (vert). Cu TCEP : scFv cytoplasmique oxydé au CuSO4 puis réduit au TCEP 

(rouge).  
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Nous avons cherché par la suite la quantité minimale de TCEP capable de réduire les scFv 

dimériques. Pour cela, une gamme de 2 à 100 équivalents molaires par scFv oxydé a été 

réalisée (Figure 43). Le scFv est totalement réduit avec 20 équivalents. C’est donc cette 

quantité qui sera utilisée par la suite. 

 

Figure 43 : Réduction du scFv 4D5 Cys-myc préalablement oxydé au CuSO4 par 2 à 100 équivalents de TCEP 

pendant 1h à 37°C. Les cystéines libres sont bloquées par couplage de 10eq de maléimide-PEG4-DBCO pendant 

1h à TA puis le TCEP est le maléimide sont éliminés sur Zeba Spin. 5µg de scFv sont déposés en conditions non 

réductrices sur SDS-PAGE. 

Le TCEP ne contenant pas de souffre, il n’entrera pas en compétition avec le thiol libre du 

scFv réduit lors du couplage du maléimide DBCO et ne sera donc pas éliminé. Il existe 

également du maléimide azide commercial. Cependant, la fonction azide peut être réduite par 

le TCEP. Il faut donc éliminer cet agent réducteur avant de procéder à la conjugaison. Cette 

étape supplémentaire de dessalage entraine une diminution de la concentration en scFv et 

des dimères risquent de se reformer le temps que les cystéines libres soient bloquées par le 

maléimide. Pour ces raisons, nous avons choisi de nous focaliser sur l’utilisation du maléimide-

PEG4-DBCO. 
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En plus de réagir avec les thiols, le maléimide peut se conjuguer aux amines primaires et être 

hydrolysé, essentiellement à des pH supérieurs à 7.5. A pH 7, il est 1000 fois plus réactif 

envers un groupement sulfhydryle qu’envers une amine d’après la fiche technique du composé 

utilisé. Pour démontrer la spécificité du maléimide DBCO pour les cystéines libres, nous avons 

utilisé le scFv 4D5 Qtag qui ne possède pas de cystéine libre après oxydation au cuivre. La 

Figure 44 montre qu’à pH 6.5 et 7.5 le même rendement de couplage est obtenu sur un tag 

Cys (pistes 1 à 6) mais il y a une légère fixation à pH 7.5 sur le Qtag sans cystéine libre (piste 

10). Avec 10 équivalents de maléimide à pH 6.5, les scFv Cys-myc ont en partie redimérisé 

suite à l’élimination du TCEP et du maléimide en excès (piste 1). Ceci prouve que le couplage 

de ce maléimide n’est pas complet. En revanche, avec 20 équivalents (piste 2 et 8) il n’y a pas 

de dimères reformés et il y a légèrement moins de fixation sur le scFv Qtag qu’avec 30 

équivalents (piste 3 et 9). Cette condition est donc un bon compromis entre rendement et 

spécificité et sera utilisée par la suite. 

 

Figure 44 : Dérivation du scFv 4D5 Cys-myc par 10 à 30 éq de maléimide-PEG4-DBCO à pH 6.5 ou 7.5 après 

réduction au TCEP. Le scFv 4D5 Qtag est utilisé comme témoin sans cystéine libre. La présence de DBCO est 

révélée par couplage à l’azide fluor 488. 2µg sont déposés sur SDS-PAGE en conditions non réductrices.  

Une autre réaction secondaire possible est la réaction du thiol de la cystéine libre sur le DBCO, 

appelée thiol-yne. Après réduction des dimères de scFv 4D5 Cys-myc au TCEP, 10 

équivalents de DBCO fluorescent ont été mis en réaction avec le scFv pendant 24h à TA, ce 

qui correspond à un large excès et une durée beaucoup plus longue que la durée de réaction 
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habituelle entre le scFv et le maléimide DBCO. Aucune fluorescence n’a été détectée donc il 

n’y a pas de réaction parasite entre la cystéine et le DBCO dans nos conditions. 

b. Dérivation à l’APN 

Comme le maléimide est connu pour avoir tendance à subir des réactions d’hydrolyse et 

d’échange de thiol, en particulier in vivo, nous avons comparé l’efficacité de couplage de 

l’APN-BCN et du maléimide-PEG4-DBCO. L’absence de conjugaison sur le scFv 4D5 Qtag 

montre que l’APN est attaqué de façon spécifique par les thiols à pH 7.5 (Figure 45A, piste 4), 

de même que le maléimide à pH 6.5 (piste 6). Le rendement augmente avec l’excès d’APN 

(pistes 1, 2 et 3) mais sans être aussi efficace que le maléimide avec le même excès de réactif 

et la même durée de réaction (piste 5). Nous avons alors augmenté la durée de réaction avec 

ces 20 équivalents (Figure 45B). De façon surprenante, après 22h de réaction le rendement 

est moins important qu’après 7h (pistes 10 et 9), qui correspond au meilleur couplage obtenu, 

alors que l’APN n’est pas décrit comme étant sujet à une dégradation. Après 7h de réaction, 

l’efficacité est comparable à celle du maléimide (pistes 9 et 7). 

 

Figure 45 : Dérivation du scFv 4D5 Cys-myc par l’APN-BCN. Le BCN est détecté par couplage à l’azide fluor 488. 

Les échantillons sont déposés en conditions non réductrices sur SDS-PAGE à hauteur de 2µg. A) Gamme de 5 à 

20 équivalents molaires d’APN-BCN en comparaison avec 20 équivalents molaires de maléimide-PEG4-DBCO 

pendant 2h à TA. Le scFv 4D5 Qtag est utilisé comme témoin sans cystéine. B) 20 équivalents molaires d’APN-

BCN sont mis en réaction pendant 2h à 22h à TA en comparaison avec 20 équivalents molaires de maléimide-

PEG4-DBCO pendant 2h à TA. 
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5. Transglutaminase 

a. Dérivation du scFv  

Le scFv initialement prévu pour être couplé par la stratégie de la transglutaminase était le scFv 

4D5 Qtag-myc. Lorsque ce scFv a été conjugué par l’amine-PEG4-DBCO (entre 10 et 60 

équivalents par scFv), des dimères de scFv sont apparus de façon similaire dans toutes les 

conditions (Figure 46), et ce malgré l’utilisation de la plus faible quantité de TG utilisée dans 

la littérature (Lhospice et al., 2015). Ces liaisons sont covalentes car non réductibles. Leur 

formation est catalysée par la TG car la piste avec du DBCO sans enzyme ne montre que des 

monomères. Après élimination de l’excès de linker, la fluorescence montre que la fixation de 

l’amine DBCO est elle aussi catalysée par l’enzyme. Ce composé s’est également couplé sur 

le scFv Cys-myc qui ne contient pas de Qtag, contrairement à ce qui était attendu.  

 

Figure 46 : Dimérisation des scFv 4D5 Qtag-myc catalysée par la TG. Couplage du NH2-PEG4-DBCO (10 à 60 

équivalents molaires) sur les scFv 4D5 Qtag-myc et Cys-myc catalysé par 15 U TG / µmol scFv pendant 16h à 

37°C. Détection du DBCO par l’azide fluor 488 et dépôt de 5µg en conditions réductrices sur SDS-PAGE. 

Nous avons donc émis l’hypothèse que l’amine DBCO pourrait être capable de se fixer sur le 

tag c-myc du scFv 4D5 Cys-myc. Comme le rôle biologique de la TG est de former des liaisons 

glutamine-lysine, il est possible que la lysine contenue dans ce tag accessible forme des 

liaisons covalentes avec une glutamine ce qui expliquerait la dimérisation des scFv. Pour 

vérifier cela, nous avons construit 3 nouveaux vecteurs par mutagénèse dirigée à partir du 

pET23NN-scFv 4D5 Qtag-myc. Dans l’un d’entre eux le peptide c-myc a été délété pour 

exprimer le scFv 4D5 Qtag. Dans les 2 autres cas, le Qtag a été délété et il reste soit le c-myc 
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sauvage (WT) de séquence EQKLISEEDL, soit un c-myc muté appelé K3F de séquence 

EQFLISEEDL. Cette substitution a été choisie car l’anticorps anti-c-myc 9E10 commercial est 

toujours capable de se fixer sur cette séquence (Hilpert et al., 2001). Ces 3 nouveaux scFv 

ont été produits en cytoplasme d’E. coli comme décrit précédemment. De la même façon que 

le scFv 4D5 Qtag-myc, ils sont bien surexprimés dans les fractions solubles des lysats 

bactériens et la mutation K3F du c-myc est bien détectée par l’anti c-myc (Figure 47A). Ces 

nouvelles constructions sont donc purifiées sur colonne de nickel, oxydées et conservées de 

la même façon que les scFv précédents. 

Lorsque ces scFv sont incubés avec de la TG pendant le temps de réaction habituel (16h à 

37°C), des dimères apparaissent seulement avec le scFv 4D5 myc (Figure 47B). L’absence 

de dimères lorsque la lysine du c-myc est mutée ou lorsque le c-myc est délété montre que 

c’est bien cette lysine qui est impliquée dans une liaison covalente avec une glutamine. Il s’agit 

très probablement de la glutamine du c-myc qui est accessible à la TG.  

 

Figure 47 : Constructions alternatives au scFv 4D5 Qtag-myc. A) Production cytoplasmique des scFv 4D5-Qtag, -

myc WT, -myc K3F avec S : fraction soluble et I : fraction insoluble. Dépôt sur SDS-PAGE et coloration au bleu de 

Coomassie ou détection par un anti-polyhistidine HRP ou un anti-c-myc produit en souris puis un anti souris HRP. 

Les échantillons sont en conditions réductrices et proviennent de 10µL de culture bactérienne en Coomassie et 

2µL en WB. B) Incubation des scFv avec 0.6 U TG/µmol scFv pendant 16h à 37°C puis dépôt de 5µg sur SDS-

PAGE en conditions réductrices. 
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En revanche, lorsque l’on ajoute 40 fois plus d’amine azide que de scFv, il n’y a presque plus 

de dimères, même dans le cas du scFv 4D5 myc WT (Figure 48A). Dans ce cas, l’amine du 

linker est en compétition avec l’amine de la lysine du peptide c-myc. Comme ce linker est en 

large excès, il y aura plus de chance que la glutamine du Qtag soit couplée à celui-ci. Après 

élimination de l’excès de linker, la révélation en fluorescence montre que la mutation K3F 

diminue l’efficacité de couplage par rapport au myc WT et qu’il y a un rendement comparable 

entre le myc WT et le Qtag. Une tendance identique a été observée avec le linker amine 

DBCO, avec encore plus de différence entre le myc WT et le myc K3F en terme de rendement 

(non représenté ici). Nous avons alors choisi de poursuivre avec le scFv 4D5 Qtag à cause 

des traces de dimères présentes avec scFv 4D5 myc WT. 

La Figure 48B schématise la formation des dimères de scFv. Avec le scFv 4D5 Qtag-myc, on 

observait des dimères fluorescents mais pas avec le scFv 4D5 myc WT. Ceci s’explique par 

le fait qu’il y a deux glutamines substrats de la TG dans le Qtag-myc. Même si la glutamine du 

myc est impliquée dans une réaction avec une lysine, celle du Qtag reste libre et accessible 

au linker azide. A l’inverse, si la glutamine du Qtag est impliquée dans une réaction avec une 

lysine, celle du myc reste libre d’être conjuguée avec une amine. Comme ces 2 résidus sont 

plus éloignés que la lysine et la glutamine du tag myc qui sont voisines, ce cas de figure est 

peut-être moins fréquent que le précédent. Les scFv 4D5 myc K3F et Qtag ne forment quant 

à eux pas de dimères faute de lysine à proximité de leur substrat glutamine.  

Peu après l’obtention de ce résultat, un article a décrit le peptide c-myc comme étant un 

substrat de la TG (Dennler et al., 2015). Ceci confirme donc nos observations. 
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Figure 48 : A) Dérivation des scFv par 40 équivalents molaires de NH2-PEG3-N3 et 15 U TG/µmol pendant 16h à 

37°C. Après élimination du linker en excès, détection de l’azide par DBCO-PEO4-CR110 et dépôt de 2µg sur SDS-

PAGE en conditions réductrices. La flèche représente la TG qui a une masse de 38 kDa. B) Schéma des glutamines 

et lysines impliquées dans la formation des dimères de scFv.  
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b. Dérivation du Fc 

Le Fc AKT(H)6Q initial a été rapidement écarté par abandon de l’utilisation du PLP. A partir de 

celui-ci, nous avons construit le Fc A(HG)3Q par insertion d’oligonucléotides hybridés. Celui-

ci permettait de tester les stratégies des bis-sulfones et celle de la TG sur un même Fc. 

Lorsque ce Fc a été incubé avec de la TG, des multimères de Fc sont apparus en conditions 

non réductrices et les dimères se sont révélés en partie non réductibles (Figure 49A). Ces 

multimères sont moins nombreux lorsque l’amine azide est ajoutée en plus de la TG (piste 3 

et 9) mais leur quantité est loin d’être négligeable malgré un excès de 10 amines par Qtag.  

Nous avons suspecté que la présence d’une lysine dans la région charnière de l’IgG1 humaine 

en position 222 (numérotation EU) pourrait être responsable de la formation de ces liaisons 

covalentes car seulement 5 résidus la séparent de la glutamine du Qtag. Cette position a donc 

été mutée en alanine par mutagénèse dirigée à partir du Fc A(HG)3Q. Le Fc A(HG)3Q K222A 

obtenu a alors été produit et purifié comme décrit précédemment. Lorsque ce Fc est mis en 

réaction avec l’amine azide dans les mêmes conditions que précédemment, les multimères et 

dimères non réductibles disparaissent quasiment totalement (Figure 49A, pistes 6 et 12 

comparées aux pistes 3 et 9). Cette substitution a également pour conséquence d’améliorer 

considérablement le rendement de réaction d’après l’intensité de fluorescence. En effet, 

lorsque la glutamine est impliquée dans une réaction de couplage avec la lysine 222, elle n’est 

plus disponible pour l’amine. La substitution de cette lysine rend à nouveau la glutamine 

accessible et le dimère de Fc devient monomérique après réduction (Figure 49B). La réaction 

glutamine-lysine peut également se faire entre 2 Fc différents ce qui cause l’apparition de 

multimères en conditions non réductrices. 
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Figure 49 : Dérivation du Fc A(HG)3Q par la TG. A) Couplage de 20 équivalents de NH2-PEG3-N3 par Fc A(HG)3Q 

+/- K222A catalysé par 4 U TG/µmol Fc pendant 16h à 37°C. Après élimination de l’amine en excès, détection de 

l’azide par le DBCO-PEO4-CR110 puis dépôt de 5 µg sur SDS-PAGE. B) Schéma de formation des liaisons 

covalentes entre glutamine et lysine sur le Fc A(HG)3Q.  

En parallèle à ces tests avec la TG, les bis-sulfones se sont révélées non spécifiques du tag 

(His-Gly)3 (Figure 40). Ce tag a alors été supprimé du Fc car il devenait inutile. Le nouveau Fc 

utilisé est appelé Fc Qtag K222A. Il a été produit et purifié comme décrit précédemment. 

Cependant, nous avons observé un rendement de couplage de l’amine azide très nettement 

inférieur au rendement obtenu avec l’ancien Fc A(HG)3Q K222A (Figure 50, pistes 4 et 10 

comparées aux pistes 6 et 12).  

Le scFv 4D5 Qtag et le Fc A(HG)3Q K222A ont été déposés pour avoir la même quantité de 

matière de Qtag (donc deux fois moins de Fc que de scFv). On peut alors directement 

comparer l’intensité de fluorescence pour comparer les rendements. La conjugaison a donc 

eu lieu à des taux similaire en conditions réductrices (pistes 8 et 12). En conditions non 

réductrices, il est plus difficile de les comparer car plusieurs populations de Fc sont présentes 

(pistes 2 et 6). 

Pour tenter d’expliquer la différence de réactivité entre ces 2 Fc, ils ont été digérés et analysés 

par LC/MS. Les peptides obtenus avec les meilleurs scores sont détaillés dans le Tableau 8.  

  



110 
 

Fc Qtag K222A MW MW 
théorique Fc A(HG)3Q K222A MW MW 

théorique 

ALLQGARSD 931,51 929,49 GHGHGLLQGARSD 1306,66 1303,64 

ALLQGARSDATHTCPPCPAPE 2250,45 2248,04 HGHGLLQGARSD 1249,04 1246,62 

LLQGARSDATHTCPPCPAPE 2180,02 2177,00 HGLLQGARSD 1055,13 1052,54 

LQGARSDATHTCPPCPAPE 2066,73 2063,92 

QGARSDATHTCPPCPAPE 1953,34 1950,83 

Tableau 8 : Peptides N-terminaux obtenus après digestion et analyse LC/MS des Fc Qtag K222A et Fc A(HG)3Q-

K222A. Les masses (MW) sont données en daltons. En rouge : séquence entière du Qtag. 

Il semble que les 2 constructions subissent des dégradations N-terminales et/ou des 

problèmes de clivage du peptide signal ce qui engendre la perte de la séquence complète 

LLQGA du Qtag dans certaines populations de Fc Qtag K222A. Dans le cas du Fc A(HG)3Q 

K222A, le Qtag est toujours présent car il est plus éloigné de l’extrémité N-terminale. Cette 

hétérogénéité de populations est peut-être à l’origine de la présence de 2 populations 

distinctes de Fc Qtag K222A non traité sur bleu de Coomassie en conditions réductrices 

(Figure 50, piste 9). A l’inverse, le Fc A(HG)3Q K222A ne semble présenter qu’une population 

à l’état d’origine puis 2 populations après couplage (pistes 11 et 12). Ceci correspond sans 

doute à une partie non conjuguée (taille la plus faible) et une partie conjuguée (taille la plus 

haute). Le Fc A(HG)3Q K222A est donc le Fc qui sera utilisé pour coupler le scFv 4D5 Qtag.  
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Figure 50 : Comparaison du couplage de 40 équivalents de NH2-PEG3-N3 par Qtag sur le scFv 4D5 Qtag, le Fc 

A(HG)3Q K222A et le Fc Qtag K222A catalysé par 15U TG/µmol/Qtag pendant 16h à 37°C. Après élimination de 

l’amine en excès, détection de l’azide par le DBCO-PEO4-CR110 puis dépôt de 2µg de scFv et 1.9µg de Fc sur 

SDS-PAGE. 
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c. Optimisation des conditions de couplage 

Les TG microbiennes, et en particulier celle de S. mobaraensis, sont inhibées par certains 

cations divalents comme le Cu2+. Environ 20% d'inhibition d’activité a été observée avec 1mM 

de chlorure de cuivre (Damodaran, 2000). Cette concentration est de l’ordre de grandeur de 

celles utilisées pour oxyder le scFv 4D5 Qtag. Nous avons donc comparé le rendement de 

couplage de l’amine DBCO sur le scFv en présence ou non de sulfate de cuivre. La Figure 

51A montre qu’il n’y a pas de diminution de l’efficacité de conjugaison en présence de cuivre, 

et ce malgré une faible quantité d’enzyme utilisée.  

Comme le scFv précipite en l’absence d’imidazole, l’influence de l’imidazole sur l’activité de la 

TG a été évaluée sur le Fc A(HG)3Q auquel ont été ajoutés 200mM d’imidazole. Plus 

précisément, c’est la capacité de formation de liaisons glutamine-lysine empêchant la 

réduction des dimères de Fc qui a été évaluée. La Figure 51B montre que la TG provoque 

l’apparition de multimères en conditions non réductrices et est capable d’empêcher totalement 

cette réduction lorsqu’elle est utilisée en quantité équivalente à la quantité précédemment 

décrite pour dériver les glutamines 295 et 297 (Lhospice et al., 2015). La présence d’imidazole 

n’a aucun impact sur la formation de ces liaisons covalentes. Cette absence de réduction 

n’était pas complète dans la Figure 49 car 3 fois moins de TG avait été utilisée. Cette propriété 

inattendue du Fc A(HG)3Q sera exploitée dans la partie suivante. 

 

Figure 51 : Influence de la présence de sulfate de cuivre (1.2 mM) et d’imidazole (200mM) sur l’activité de la TG. 

A) Couplage de 10 équivalents molaires de NH2-PEG4-DBCO sur le scFv 4D5 Qtag catalysé par 0.6 U TG/µmol 

pendant 16h à 37°C en présence ou non de 1.2mM de CuSO4. Après élimination de l’amine en excès, détection 

par couplage à l’azide fluor 488 et dépôt de 2.5µg sur SDS-PAGE en conditions réductrices. B) Incubation du Fc 

A(HG)3Q avec 11 U TG/µmol/Qtag pendant 16h à 37°C en présence ou non de 200mM d’imidazole puis dépôt de 

5µg sur SDS-PAGE. 

Ces deux tests montrent que les réactions sur le scFv pourront se faire en présence 

d’imidazole et de sulfate de cuivre, ce qui permettra de s’affranchir d’une étape de dessalage 
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suite à l’oxydation du scFv. L’éventuel impact de l’utilisation de TBS (Tris 50mM, NaCl 150mM) 

au lieu du PBS n’a pas été évalué mais du Tris 25mM, NaCl 150mM a déjà été utilisé 

précédemment (Strop et al., 2013). De plus, le Tris est une amine primaire mais elle est tri-

substituée en alpha, ce qui lui donne une structure très différente de celle des linkers 

précédemment utilisés pour le greffage sur des anticorps. Nous avons donc supposé que notre 

tampon serait également compatible. 

La TG permet la fixation d’azide ou de DBCO sur un Fc ou un scFv mais il est crucial que cette 

conjugaison ait lieu sur le Qtag. En effet, dans le cas contraire, le (scFv)2-Fc obtenu après 

couplage des 2 fragments n’aurait pas une structure semblable aux immunoglobulines 

classiques et il risquerait de perdre ses propriétés de liaison à l’antigène et/ou ses fonctions 

effectrices, voire de ne pas être stable. Pour vérifier la spécificité de couplage, un Fc 

commercial sans Qtag a été mis en présence d’amine azide ou DBCO et de TG. D’après la 

Figure 52, ce Fc est inerte vis à vis de la TG quelle que soit l’amine utilisée (pistes 3 et 8). Le 

scFv et le Fc sont déposés de telle sorte à avoir la même quantité de matière de Qtag (donc 

deux fois moins de Fc que de scFv) et la fluorescence obtenue est comparable donc l’amine 

azide se fixe de la même façon sur ces deux fragments, et ce malgré des tampons de réaction 

différents (pistes 4, 5 et 9). Ce résultat prouve qu’il sera possible d’extrapoler les résultats 

d’optimisation de couplage du Fc au scFv ou inversement. La fixation de l’amine DBCO est en 

revanche légèrement inférieure à celle de l’amine azide.   
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Figure 52 : La dérivation à la TG est spécifique du Qtag. Couplage de 10 équivalents molaires de NH2-PEG4-

DBCO ou NH2-PEG3-N3 par Qtag sur le Fc sans tag (-), le Fc A(HG)3Q K222A (Qtag) et le scFv 4D5 Qtag, catalysé 

par 15U TG/µmol/Qtag pendant 16h à 37°C. Après élimination de l’amine en excès, le fluorophore complémentaire 

est couplé puis 2 µg de scFv ou 1.9 µg de Fc sont déposés sur SDS-PAGE en conditions réductrices.  

L’influence de l’excès d’amine et de la quantité d’enzyme sur le rendement de dérivation par 

l’azide et le DBCO ont été évaluées sur le scFv 4D5 Qtag en tampon TBS imidazole 200mM 

pH 7.5 CuSO4 0.8mM. La TG étant plus lourde que le fragment d’anticorps, il n’est pas possible 

de l’éliminer par dessalage en même temps que l’amine excédentaire. Le nombre 

d’équivalents molaires par Qtag ainsi que le nombre d’unités de TG par µmol de scFv et par 

glutamine réactive correspondent aux plus faibles quantités (10 équivalents et 15 U/µmol/Q) 

(Lhospice et al., 2015) ainsi qu’à la plus grande quantité d’amine (40 équivalents) et à la moitié 

de la plus grande quantité de TG (225 U/µmol/Q) utilisées dans la littérature (Dennler et al., 

2014). Le rendement semble légèrement meilleur avec un plus large excès d’amine (Figure 

53). En revanche, la quantité de TG ne semble pas vraiment influer. Avec l’amine DBCO, on 

observe la formation d’une quantité négligeable de dimères de scFv qui ne sont pas visibles 

avec l’amine azide.  
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Figure 53 : Influence de l’excès d’amine et de la quantité de TG sur la dérivation du scFv 4D5 Qtag. A gauche : 

amine-PEG3-azide. A droite : amine-PEG4-DBCO. Le scFv est dérivé par 10 ou 40 équivalents molaires d’amine 

avec 15 ou 225 U TG/µmol scFv pendant 16h à 37°C. Après élimination de l’excès d’amine, le fluorophore 

complémentaire est couplé puis 2µg de scFv sont déposés sur SDS-PAGE en conditions réductrices. La flèche 

indique la TG à 38 kDa. 

Comme l’encombrement stérique peut s’avérer critique lors du couplage entre deux protéines, 

nous avons également testé un linker plus long : l’amine-PEG12-azide, qui a été synthétisée 

par le Dr Sylvain Ursuegui (Université de Strasbourg). Cette amine sera comparée à l’amine-

PEG3-azide utilisée jusqu’à maintenant. D’après la Figure 54, un excès de 40 molécules 

d’amines par Qtag donne un rendement beaucoup plus faible qu’un excès de 10 par Qtag, 

quelle que soit la longueur du linker. Ceci est contraire à ce qui a été obtenu dans le cas du 

scFv où un plus large excès augmentait légèrement le rendement (Figure 53). Cependant, 

dans le cas de celui-ci, la concentration finale en amine était de 1.2mM avec un pourcentage 

volumique de DMSO dans le tampon de 5% alors que dans le cas du Fc, la concentration 

finale en amine est de 4.7mM et le DMSO est à 9%. Il y a donc plus d’amine et 

proportionnellement moins de DMSO. Elle a donc peut être précipité ce qui l’a rendue non 

réactive. Le pourcentage de DMSO peut également avoir influé sur l’activité de la TG mais il 

est difficile d’envisager d’en mettre moins avec un excès de 40 par Qtag et une concentration 

en Fc d’environ 3 mg/mL car l’amine ne peut pas être solubilisée à une concentration très 

supérieure à 50mM, qui est la concentration du stock utilisé pour cet expérience. La 

fluorescence montre ensuite que le linker le plus court donne un meilleur rendement. Ceci 
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s’observe également en bleu de Coomassie où il y a 2 populations de Fc : une correspondant 

au Fc conjugué et une autre au Fc non conjugué de taille plus faible. Avec 20 équivalents 

d’amine-PEG3-azide, la population conjuguée est majoritaire, contrairement aux conditions qui 

fonctionnent moins bien. Enfin, il n’y aucune différence entre 18h et 41h de réaction, donc la 

réaction arrive déjà à saturation après 18h à 37°C. 

 

Figure 54 : Influence de l’excès d’amine, de la longueur du linker et du temps de réaction sur la dérivation du Fc 

A(HG)3Q K222A par une amine-PEGx-azide. Le Fc est mis en réaction avec 20 ou 80 équivalents molaires d’amine 

par Fc et 30 U TG/µmol Fc pendant 18h ou 41h à 37°C. Cette amine contient 3 ou 12 motifs PEG. Après élimination 

de l’excès de ce composé, détection par le DBCO-PEO4-CR110 puis dépôt de 2µg sur SDS-PAGE en conditions 

réductrices.  

Désormais, 10 équivalents molaires d’amine sont utilisées par Qtag pour éviter sa précipitation 

et faciliter son élimination, ainsi que 15 U TG/µmol/Qtag, et ce pendant 16h à 18h à 37°C. 

Dans certaines études, le couplage à la TG est réalisé en PBS à pH 8 (Jeger et al., 2010; 

Strop et al., 2013). Ici nous sommes à pH 7.5 dans le cas du scFv et à pH 7.2-7.4 dans le cas 

du Fc. L’influence du pH a été évaluée par couplage d’amine azide sur le Fc A(HG)3Q K222A. 

Les pH 6.6 et 7.4 donnent des greffages similaires (Figure 55A). En revanche, un pH supérieur 

à 8.1 conduit à un moins bon rendement. Du PBS à pH 7.4 a ensuite été dilué d’un facteur 2, 

4 et 10 par de l’eau pour déterminer l’influence de la force ionique (Figure 55B). Les meilleures 

efficacités sont obtenues pour un PBS 1x, voire 0.5x de façon identique. Ces conditions de pH 

et de force ionique sont celles qui avaient été utilisées jusqu’à maintenant. 
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Figure 55 : Influence du pH et de la force ionique sur le couplage à la TG. Le Fc A(HG)3Q K222A est dérivé par 10 

équivalents molaires d’amine-PEG3-azide / Qtag et 15 U TG/µmol/Qtag pendant 16h à 37°C. L’azide est détecté 

par couplage de 30 équivalents molaires de DBCO-PEO4-CR110 / Qtag pendant 24h à TA puis 2µg sont déposés 

sur SDS-PAGE en conditions réductrices. A) Réaction dans du PBS à pH 6.6, 7.4, 8.1 ou 8.7. B) Réaction dans du 

PBS pH 7.4 1x, 0.5x, 0.25x ou 0.1x. 

  



118 
 

6. Transglutaminase et dérivation des cystéines 

Nous avons montré que l’ajout de TG au Fc A(HG)3Q empêchait sa dissociation par formation 

de liaisons covalentes entre des glutamines et des lysines, et ce même après réduction de ses 

ponts disulfures (Figure 51B). Nous avons alors émis l’hypothèse qu’il devenait possible de 

dériver les cystéines de la région charnière après avoir stabilisé le Fc sous forme dimérique 

grâce à cette TG.  

Pour cela, le Fc a été mis en présence de TG, réduit au TCEP, puis ses cystéines libres ont 

été dérivées par du maléimide-PEG4-DBCO. La Figure 56A confirme que la TG est capable 

de former des liaisons covalentes empêchant totalement la réduction des dimères de Fc (piste 

7). On observe également l’apparition de multimères de Fc qui correspondent à des couplages 

entre 2 Fc différents. La fixation du maléimide est spécifique des cystéines de la charnière car 

elle ne se produit que lorsque le Fc a été réduit au TCEP (pas de fluorescence dans les pistes 

4 et 9). Le rendement de couplage du maléimide est le même que le Fc soit préalablement 

stabilisé par la TG ou non (pistes 3 et 5) ce qui prouve que la présence de ces liaisons 

covalentes glutamine-lysine interchaines ne perturbe pas le greffage. 

Ce Fc A(HG)3Q stabilisé à la TG, réduit, puis dérivé par du maléimide conserve une fixation 

aux FcγR I et II comparable à celle du Fc non dérivé au maléimide et au trastuzumab en 

cytométrie en flux (Figure 56B). 

Cette nouvelle stratégie fait l’objet d’une demande de brevet pour la construction d’ADC. Elle 

sera prochainement appliquée à une immunoglobuline entière. 
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Figure 56 : Dérivation des cystéines du Fc A(HG)3Q par le maléimide-PEG4-DBCO. Le Fc est stabilisé par 30 U 

TG/µmol pendant 16h à 37°C, réduit au TCEP puis les cystéines sont dérivées grâce à 80 équivalents molaires de 

maléimide-PEG4-DBCO (Mal. DBCO). Le TCEP et l’excès de maléimide sont alors éliminés. A) Détection du DBCO 

par couplage à l’azide fluor 488 puis dépôt de 1µg sur SDS-PAGE en conditions réductrices ou non. B) 

Comparaison de la liaison du trastuzumab et du Fc A(HG)3Q stabilisé à la TG et dérivé ou non au maléimide-PEG4-

DBCO sur les FcγRI et II de la lignée U-937 par cytométrie en flux. La fixation est détectée par un anti-IgG humaine 

spécifique du fragment Fc couplé au FITC. La condition Fc+TG+mal-DBCO correspond à la piste 4 du SDS-PAGE 

où le maléimide ne se fixe pas. 
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D. Couplage des fragments scFv au fragment Fc par chimie click 

1. Choix de la stratégie de couplage 

A ce stade, plusieurs combinaisons de couplages entre le scFv et le Fc sont encore 

envisageables. Le Fc peut être dérivé par la transglutaminase pour introduire l’amine-PEG3-

azide ou l’amine-PEG4-DBCO, ou bien encore stabilisé à la transglutaminase, réduit au TCEP 

puis dérivé sur les cystéines de la charnière par du maléimide-PEG4-DBCO.  

Le scFv 4D5 peut quant à lui être couplé à l’amine-PEG3-azide ou à l’amine-PEG4-DBCO par 

la transglutaminase, mais aussi au maléimide-PEG4-DBCO ou à l’APN-BCN après réduction 

des dimères de scFv 4D5 Cys. Le maléimide-PEG3-azide et l’APN azide pourraient également 

être utilisés à la place du maléimide-PEG4-DBCO. Dans ce cas, le TCEP devrait être éliminé 

avant réaction avec le maléimide car il réduirait l’azide en amine, ce qui la rendrait non réactive 

vis à vis du DBCO. Nous avons choisi de nous focaliser sur le maléimide DBCO et l’APN-BCN 

pour nous affranchir d’une étape supplémentaire de dessalage qui provoquerait une diminution 

de la concentration du scFv ou du Fc. 

Le Fc A(HG)3Q stabilisé à la TG puis réduit possède 4 cystéines réactives vis à vis du 

maléimide. Il y a donc un risque de fixer 4 scFv par molécule de Fc et d’obtenir une structure 

trop éloignée des structures d’immunoglobulines naturelles. Pour déterminer le nombre de 

cystéines conjuguées par le maléimide et qui sont accessibles à un composé plus volumineux 

que le fluorophore utilisé précédemment (azide fluor 488) via cette stratégie, nous avons 

couplé à ce Fc DBCO un peptide dont l’amine N-terminale a été remplacée par une fonction 

azide de masse molaire égale à 1.85 kDa. La présence de 4 peptides fixés devrait générer 

une augmentation de masse de 7.4 kDa en conditions non réductrices. Le Fc A(HG)3Q K222A 

dérivé par l’amine DBCO et la TG a été utilisé comme témoin. Il contient seulement 2 sites de 

couplages. Si 2 peptides-azide sont fixés sur les Qtag, on attend donc une augmentation de 

masse de 3.7 kDa. Le Fc A(HG)3Q K222A dérivé par l’amine azide et la TG a servi de second 

témoin. Il a été dérivé par un peptide de 2.1 kDa contenant la fonction DBCO sur la chaine 

latérale de sa cystéine C-terminale. Si 2 peptides DBCO sont couplés, la différence de masse 

devrait être de 4.2 kDa.  

Les masses des peptides se sont avérées trop faibles pour évaluer précisément le nombre de 

peptides fixés par Fc en conditions non réductrices (Figure 57, haut). Cependant, étant donné 

le faible décalage de masse entre le Fc dérivé sur ces cystéines avec ou sans couplage de 

peptide-N3 (pistes 3 et 4), il semble que le peptide s’est moins bien fixé que sur le Fc dérivé 

sur ses Qtag, et ce malgré la présence de 2 fois plus de sites potentiels. Ceci peut être causé 

par une faible fixation du maléimide lors de la première étape ou à une faible fixation du 
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peptide-N3 sur des DBCO faiblement accessibles. Le dépôt en conditions réductrices n’apporte 

aucun renseignement supplémentaire sur ce Fc conjugué au maléimide car le traitement à la 

TG empêche sa réduction (Figure 57, bas). En revanche, dans le cas des couplages sur les 

Qtag il permet de déterminer un rendement global de conjugaison. En effet, il n’est pas 

possible de déterminer si le monomère de Fc réduit couplé à un peptide provient d’un Fc 

dimérique contenant un peptide sur chacune de ses chaines ou contenant un peptide sur une 

chaine et une seconde chaine non dérivée. Ainsi, le Fc A(HG)3Q K222A-N3 a été dérivé par le 

peptide DBCO à hauteur de 69% (piste 6) et le Fc A(HG)3Q K222A-DBCO a été dérivé par le 

peptide N3 à hauteur de 38% (piste 2). En considérant que les réactions entre le Fc-N3 et le 

peptide-DBCO et entre le Fc-DBCO et le peptide-N3 ont le même rendement, les rendements 

de dérivation de ce fragment par l’amine N3 et DBCO sont au minimum de 69% et 38%. Ils 

pourraient être supérieurs dans le cas où la réaction de couplage des peptides sur le Fc ne 

serait pas totale. 

Il faut noter que l’augmentation de masse consécutive à l’ajout du peptide-DBCO sur le Fc 

A(HG)3Q semble beaucoup plus importante que les 4.2 kDa attendus (piste 6, gel non 

réducteur). Néanmoins cet écart est trop faible pour correspondre à des multimères de Fc. En 

revanche, en conditions réductrices on observe une variation de masse normale. 

 
Figure 57 : Comparaison de l’efficacité de dérivation du Fc A(HG)3Q par le maléimide DBCO ou l’amine DBCO ou 

azide par couplage de peptides. Q : le Fc A(HG)3Q K222A est dérivé par 20 éq molaires d’amine-PEG4-DBCO 

(DBCO) ou d’amine-PEG3-azide (N3) et 30 U TG/µmol pendant 16h à 37°C. Après élimination de l’excès d’amine, 

20 éq molaires de peptide-N3 ou peptide-DBCO sont couplés pendant 5h à TA. C : le Fc A(HG)3Q est stabilisé par 

30 U TG/µmol pendant 16h à 37°C, réduit par 200 eq de TCEP pendant 1h30 à 37°C, puis couplé avec 80 éq 

molaires de maléimide-PEG4-DBCO pendant 1h à TA (20 éq par Cys). Après élimination de l’excès de maléimide 

et du TCEP, le Fc est mis en réaction avec 40 éq molaires de peptide DBCO pendant 5h à TA. 1µg de Fc est 

déposé sur SDS-PAGE en conditions non réductrices (haut) et réductrices (bas) avant et après réaction avec le 

peptide approprié, puis coloré au bleu de Coomassie. 
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Pour déterminer la cause du mauvais rendement de couplage du peptide-N3 sur le Fc dérivé 

au maléimide DBCO, ce Fc a été couplé à un azide fluorescent. L’intensité de fluorescence a 

été comparée à celle obtenue lors de la fixation du maléimide DBCO sur le scFv 4D5 Cys-myc 

dans les mêmes conditions de réaction. Pour cela, les échantillons ont été déposés sur SDS-

PAGE de telle sorte que la même quantité de matière de fluorophore soit présente, c’est à dire 

4 fois moins de Fc que de scFv donc 0.9 µg de Fc à 53.9 kDa et 2.1 µg de scFv à 30.1 kDa. 

Pour comparer toutes les stratégies restantes, le scFv 4D5 Qtag et le Fc A(HG)3Q K222A 

dérivés par l’amine-N3 ou DBCO ont également été déposés (2 µg de scFv à 28.8 kDa et 1.9 

µg de Fc à 53.9 kDa, soit 2 fois moins de Fc que de scFv en quantité de matière). La 

comparaison des intensités de fluorescence de la Figure 58 montre donc que : 

� La dérivation au maléimide est du même ordre de grandeur sur le scFv que sur le Fc 

(pistes 2 et 4).  

� L’introduction de DBCO est plus efficace via une amine par catalyse à la TG sur le 

scFv 4D5 Qtag que via un maléimide sur le scFv 4D5 Cys-myc (pistes 1 et 2). 

Logiquement, la stratégie de la TG se révèle également plus efficace que celle du 

maléimide sur le fragment Fc (pistes 3 et 4).  

Le mauvais rendement de couplage du peptide-N3 observé dans la Figure 57 semble donc 

être dû à un problème de greffage du maléimide, malgré la présence de 4 cystéines proches 

sur le Fc A(HG)3Q. De plus, il pourrait également être plus difficile de greffer un scFv de 30 

kDa qu’un fluorophore de moins d’un kDa dans cette région du Fc qui est probablement un 

peu encombrée à cause des liaisons covalentes formées par la TG. Nous n’avons donc pas 

testé le couplage d’un scFv sur ce Fc A(HG)3Q stabilisé à la TG, réduit au TCEP puis dérivé 

au maléimide. 

� La fonctionnalité azide est mieux introduite que le DBCO, aussi bien sur le scFv que 

sur le Fc (pistes 1, 3, 5 et 6). Ceci peut s’expliquer par le fait que l’amine DBCO a 

tendance à précipiter plus que l’amine azide en tampon de réaction (PBS ou TBS 

imidazole 200mM). Il n’est pas possible d’augmenter le pourcentage de DMSO pour 

augmenter sa solubilité car on risque alors de faire agréger les fragments d’anticorps.  

�  Globalement les couplages sur les scFv et sur les Fc sont comparables pour une 

même stratégie et une même fonctionnalité introduite.  
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Figure 58 : Comparaison de l’efficacité de couplage de dérivation du scFv 4D5 Qtag et du Fc A(HG)3Q K222A par 

l’amine-DBCO ou -N3, ainsi que du scFv 4D5 Cys et du Fc A(HG)3Q par le maléimide-DBCO par révélation en 

fluorescence. C : dérivation sur une/plusieurs cystéine(s). Q : dérivation sur la glutamine du/des Qtag. Les 

fragments sont dérivés dans les conditions optimales précédemment décrites pour chaque stratégie puis déposés 

sur SDS-PAGE en conditions réductrices.  

Suite à ces résultats, nous avons poursuivi avec la stratégie de la TG pour dériver le fragment 

Fc par l’azide ou le DBCO. Le scFv 4D5 Qtag donne de meilleurs rendements de dérivation 

que le scFv 4D5 Cys-myc. Cependant, lors d’un couplage scFv + Fc, le scFv sera utilisé en 

excès molaire par rapport au Fc. Le pourcentage de conjugaison du scFv par l’azide ou le 

DBCO pourrait donc ne pas être limitant. Ainsi, les scFv 4D5 Cys-myc et Qtag ont été couplés 

au fragment Fc. Ils ont d’abord été dérivés dans les conditions optimales précédemment 

décrites. En parallèle, le Fc A(HG)3Q K222A a été dérivé par une amine via la TG. Les scFv 

et Fc ont alors été incubés pendant 66h à 37°C en utilisant 10 équivalents molaires de scFv 

par Fc (soit 5 équivalents par site de couplage). Cette durée de réaction est nettement 

supérieure à ce qui est préconisé dans la littérature et les fiches techniques des composés 

pour coupler les fonctions azide et DBCO. En effet, la température ambiante ou de 4°C sont 

habituellement décrites pour ce type d’addition. Ici, les 37°C permettent de favoriser la 

diffusion des molécules. Ces conditions « extrêmes » sont utilisées dans le but de maximiser 

le rendement de réaction.  
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Les mélanges scFv + Fc entrainent l’apparition de deux populations de poids moléculaires 

supérieurs à celui du fragment Fc (Figure 59A, pistes 2, 4 et 8). La population la plus haute 

correspond au Fc couplé à deux scFv : (scFv)2-Fc. Son poids moléculaire est légèrement 

supérieur à celui du témoin positif (piste 9) car il contient des résidus en plus (constituant les 

tags) et les linkers azide et DBCO constitués au total de 7 PEG sur chaque site de couplage. 

La population intermédiaire correspond très certainement à un Fc couplé à un seul scFv : scFv-

Fc. La bande aux alentours de 38 kDa correspond à la TG qui n’est pas éliminée lors du 

dessalage car sa taille est trop proche de celles des fragments scFv et Fc. 

Le scFv 4D5 Cys se couple nettement moins bien au Fc que le scFv 4D5 Qtag. On observe 

seulement une trace de (scFv)2-Fc dans ce cas (piste 2). La meilleure combinaison est obtenue 

par dérivation du scFv 4D5 Qtag par le DBCO et dérivation du Fc par l’azide (piste 4). Ces 

résultats coïncident avec ce qui a été observé par fluorescence dans la Figure 58B. En effet, 

c’est l’introduction des fonctionnalités de chimie click sur le Fc qui est limitante car le scFv est 

utilisé en excès lors du couplage scFv + Fc. Cependant, pour un même Fc azide, l’excès de 

scFv 4D5 Cys ne permet pas de compenser sa moins bonne dérivation par le DBCO comparée 

au scFv 4D5 Qtag.  

On remarque qu’il reste beaucoup de Fc non couplé au scFv suite à ces réactions. Pour 

déterminer s’il s’agit de Fc non dérivé par la TG ou de Fc-azide non couplé à un scFv, les 

mélanges scFv + Fc ont été prélevés à différents temps de réaction et mis en réaction avec 

du DBCO fluorescent (Figure 59B). Ces échantillons sont comparé au Fc-azide seul + DBCO 

fluorescent (piste 10). Comme attendu, il y a beaucoup moins de fluorescence après 

incubation avec des scFv. Après 66h, il reste peu de Fc-azide non couplé à un scFv 4D5 Qtag 

DBCO (piste 16). Néanmoins, dans le cas du scFv 4D5 Cys-myc, il ne reste plus du tout de 

Fc-azide disponible dès 21h alors qu’il s’agit du même lot que celui utilisé pour le Qtag et que 

le rendement de formation de (scFv)2-Fc et scFv-Fc est moins important (pistes 11 à 13). Nous 

avons alors émis l’hypothèse que l’étape de dessalage du scFv après conjugaison au 

maléimide pouvait être incomplète, d’autant plus que 2 fois plus de maléimide que d’amine est 

utilisé. Dans ce cas, le Fc-azide se trouvera en présence de maléimide-PEG4-DBCO restant 

et de scFv 4D5 Cys-myc DBCO. Pour des raisons de diffusion moléculaire, il est probable que 

la réaction avec le maléimide DBCO soit la plus favorisée. Le Fc-azide se retrouve alors bloqué 

et non réactif vis à vis du scFv ou du fluorophore. Le faible rendement pourrait également être 

expliqué par le fait que le maléimide est sujet à l’hydrolyse ou encore au transfert avec d’autres 

thiols (Baldwin and Kiick, 2011). Dans notre cas, il n’y en principe pas de thiols libres sur le 

Fc, ni dans le tampon PBS dans lequel ce Fc pur est conservé. 
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Figure 59 : Couplage du scFv 4D5 Cys-myc-DBCO ou Qtag-DBCO au Fc A(HG)3Q K222A-N3 et du scFv 4D5 

Qtag-N3 au Fc A(HG)3Q K222A-DBCO. A) Le Fc est mis en réaction avec 10 eq de scFv pendant 66h à 37°C puis 

les mix scFv + Fc sont déposés sur SDS-PAGE pour avoir l’équivalent de 2 µg de Fc initial. Les scFv dérivés par 

N3 ou DBCO sont déposés seuls à hauteur de 5 µg et le Fc dérivé par N3 ou DBCO est déposé seul à hauteur de 

2µg. Le (scFv)2-Fc produit en cellules HEK est utilisé comme témoin positif (T+, 0.5 µg déposé). B) Après 21h, 45h 

et 66h de cette réaction à 37°C, l’équivalent de 2µg de Fc initial est prélevé et mis en réaction avec 30 équivalents 

de DBCO-PEO4-CR110 pendant 4h à TA puis déposé sur SDS-PAGE en conditions non réductrices. Le Fc-N3 non 

couplé au scFv est utilisé comme témoin (2µg). 
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2. Optimisation des conditions de couplage 

La combinaison de couplage conservée pour la suite est celle mettant en jeu le scFv 4D5 Qtag 

dérivé par l’amine-PEG4-DBCO et le Fc A(HG)3Q K222A dérivé par l’amine-PEG3-N3. Les 

conditions utilisées ci-dessus pour coupler les scFv au Fc ont alors été optimisées, notamment 

en terme de durée de réaction qui était très longue. Des ratios de 2 à 10 équivalents molaires 

de scFv par Fc (soit un excès de 1 à 5 par site de couplage) ont été testés pour des réactions 

de 24h à 37°C. Pour le ratio 10/1, une gamme de 4h à 48h de couplage a été réalisée, ainsi 

qu’une autre condition de 24h à TA (Figure 60).  

En conditions non réductrices, le rendement de formation de scFv-Fc et (scFv)2-Fc augmente 

légèrement avec l’excès de scFv par Fc pour un temps et une température de réaction donnés 

(pistes 4, 5 et 8). Il n’y a pas de différence notable entre une réaction à TA ou à 37°C pendant 

24h avec 10 scFv par Fc (pistes 6 et 8). A 37°C, le couplage semble déjà être arrivé à 

saturation dès 4h (piste 7). En conditions réductrices, on observe un scFv couplé à un Fc 

monomérique (scFv-Fcm). Il n’est pas possible de savoir si ce composé provient de la réduction 

d’un scFv-Fc ou d’un (scFv)2-Fc. Ce SDS-PAGE donne donc seulement un aperçu de 

l’efficacité globale de la réaction de chimie click, sans faire la distinction entre ces 2 espèces. 

Les même résultats qu’en conditions non réductrices sont obtenus en terme d’excès mais il 

semblerait que dans ce cas le rendement de la réaction ne soit saturé qu’à partir de 24h à 

37°C et non pas 4h. De plus, une température de 37°C semble légèrement meilleure que la 

température ambiante ici. Les réactions suivantes seront donc effectuées pendant 24h à 37°C 

pour s’assurer que ces paramètres cinétiques et de température ne soient pas limitants.  



127 
 

 

 

Figure 60 : Influence du ratio scFv/Fc, de la durée et de la température sur le rendement de couplage du scFv 4D5 

Qtag His6 DBCO avec le Fc A(HG)3Q-K222A N3 préalablement dessalés sur Zeba Spin. Témoins négatifs : scFv 

seul (2.2 µg) et Fc seul (2 µg). T+ : témoin positif : (scFv)2-Fc eucaryote (0.5µg). Après les temps indiqués, les 

mélanges scFv + Fc sont déposés à hauteur de 2 µg de Fc initial en conditions réductrices (bas) et non réductrices 

(haut) sur SDS-PAGE coloré ensuite au bleu de Coomassie. 
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Des rendements de formation assez faibles sont obtenus par quantification des bandes 

obtenues rapportées aux poids moléculaires des différentes espèces : inférieurs à 10% de 

(scFv)2-Fc et 20-25 % de scFv-Fc.  

Suite aux résultats de la Figure 59, nous avons émis l’hypothèse que l’étape de dessalage 

après la dérivation des fragments par l’azide ou le DBCO via la transglutaminase pouvait peut-

être s’avérer incomplète. Le dessalage habituel consistait à passer les échantillons sur une 

colonne Zeba™ Spin 7k MWCO par centrifugation. Par la suite, nous avons utilisé des 

colonnes contenant de la résine Sephadex™ G-25 (5k MWCO) permettant une élution par 

gravité en plusieurs fractions. Comme les petites molécules sortent de la colonne après les 

plus grosses, la dernière fraction contenant les fragments d’anticorps a plus de chance d’être 

contaminée par des traces de linker azide ou DBCO que les premières. Cette fraction sera 

donc éliminée.  

Nous avons à nouveau testé différents ratios de scFv/Fc : entre 2 et 10 équivalents molaires 

(soit entre 1 et 5 par site de couplage) ainsi que différentes concentrations en fragment Fc 

dans les mélanges scFv + Fc. Pour le ratio 10/1, 0.15 mg Fc/mL est la concentration maximale 

pouvant être testée sans concentrer les protéines car le fait d’ajouter un tel excès de scFv 

dilue fortement le Fc. Pour les ratio 4/1 et 2/1, les concentrations maximales sont 

respectivement de 0.35 et 0.6 mg Fc/mL. Pour tester l’influence du ratio à concentration en Fc 

constante, la condition 2/1 a été diluée par du TBS imidazole 200mM pour obtenir 0.35 ou 0.15 

mg Fc/mL final et la condition 4/1 a été diluée pour obtenir 0.15 mg Fc/mL final (Figure 61). 

Là encore, c’est le ratio 10 scFv par Fc qui donne le meilleur taux de couplage. A ratio constant, 

il semble que le rendement soit légèrement meilleur lorsque la concentration en fragments est 

la plus haute possible (pistes 4, 5 et 6 ou 7 et 8). L’excès de scFv DBCO par rapport au Fc 

azide a plus d’impact qu’une concentration protéique élevée d’après la comparaison entre la 

condition 2 éq scFv / Fc avec 0.6 mg Fc/mL (piste 4) et la condition 10 éq scFv / Fc avec 0.15 

mg Fc/mL (piste 9). Toutes les conditions donnent de meilleurs résultats que lorsque les 

fragments sont dessalés sur Zeba Spin (Figure 60). Les rendements de formation sont ici 

d’environ 20% pour le (scFv)2-Fc et d’environ 30% de scFv-Fc, ce qui correspond à environ 

80% des sites de couplages potentiels ayant été dérivés.  
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Figure 61 : Influence du ratio scFv/Fc et de la concentration en fragment Fc sur le rendement de couplage du scFv 

4D5 Qtag His6 DBCO (10 équivalents molaires) avec le Fc A(HG)3Q-K222A N3 préalablement dessalés sur 

Sephadex G-25. Témoins négatifs : scFv seul (2.2 µg) et Fc seul (2 µg). T+ : témoin positif : (scFv)2-Fc eucaryote 

(0.5µg). Après 24h à 37°C, les mélanges scFv + Fc sont déposés à hauteur de 2 µg de Fc initial en conditions non 

réductrices (haut) et réductrices (bas) sur SDS-PAGE coloré ensuite au bleu de Coomassie. 

 

La réaction de chimie click est visiblement plus efficace en présence d’un excès de scFv. Il 

n’est pas envisageable d’ajouter plus de 10 équivalents de scFv par Fc car cela diluerait de 

façon importante ce fragment Fc. De plus, il n’est pas non plus envisageable de concentrer la 

solution du scFv 4D5 Qtag His6 dérivé au DBCO car sa solubilité est limitée à environ 2.5 

mg/mL. Cependant, ajouter progressivement le Fc au volume final de scFv permet au Fc de 

se retrouver en présence d’un net excès de scFv au moment de chaque ajout (en considérant 

qu’une majorité de Fc aura réagi au moment où l’ajout suivant sera réalisé). Pour mettre en 

présence 10 équivalents molaires de scFv par Fc sans diluer les protéines dès le départ, la 

démarche inverse peut être effectuée en ajoutant progressivement le scFv au volume final de 

Fc. Ces deux nouvelles stratégies ont été mises en place avec 5 ajouts de scFv ou Fc séparés 

chacun de 2h de réaction à 37°C. Elles ont été comparées avec le mélange direct de la totalité 
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des fragments. Après un total de 24h à 37°C, le DBCO fluorescent a été ajouté à chacune des 

conditions pour détecter le Fc azide non couplé au scFv (Figure 62).  

En bleu de Coomassie, on observe deux populations de Fc après dérivation par l’azide en 

conditions réduites (piste 12). La plus haute correspond certainement au Fc couplé à cet azide 

puis au DBCO fluorescent et la plus basse à du Fc non conjugué. En effet, en superposant le 

les révélations en bleu de Coomassie et en fluorescence, on remarque que seul la population 

la plus lourde présente de la fluorescence. Le rapport de ces deux bandes montre une 

conjugaison globale de 60 à 70% par l’azide (sans différencier les bi- ou mono-conjugués). 

Lors du couplage entre le scFv et le Fc, il n’y a aucune différence de rendement quelle que 

soit la façon de mélanger les 2 fragments (pistes 6 à 8). La fluorescence montre que la 

dérivation du scFv par le DBCO et du Fc par l’azide sont comparables (piste 3 et 5). Le 

couplage entre le scFv et le Fc donne 15% de (scFv)2-Fc et 20-25% de scFv-Fc, soit 

globalement environ 50% des sites de couplages dérivés sur les 2 étapes de dérivation par 

l’azide ou le DBCO et de couplage scFv + Fc. Seul 70% des Fc azide ont été couplés à des 

scFv DBCO d’après la fluorescence dans toutes les conditions. On a donc une 1ère étape de 

dérivation avec un rendement de 60-70% puis une addition avec 70% de rendement ce qui 

donne globalement 42 à 49% de rendement. Cette valeur est en accord avec les 50% observés 

sur le bleu de Coomassie en conditions réductrices. 
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Figure 62 : Influence de l’ajout progressif des fragments lors du couplage de 10 éq de scFv 4D5 Qtag His6 DBCO 

par Fc A(HG)3Q K222A N3 préalablement dessalés sur Sephadex G-25. A : le scFv et le Fc sont mélangés à T0. 

B : le scFv est progressivement ajouté au Fc à T0, T0+2h, T0+4h, T0+6h et T0+8h. C : le Fc est progressivement 

ajouté au scFv à T0, T0+2h, T0+4h, T0+6h et T0+8h. Après un total de 24h à 37°C, les mélanges scFv + Fc sont mis 

en réaction avec 30 éq de DBCO-PEO4-CR110 par molécule de Fc initialement présent. Le scFv DBCO seul est 

quant à lui mis en réaction avec l’azide fluor 488. Témoins négatifs : scFv seul (2.2 µg) et Fc seul (2 µg). T+ : témoin 

positif : (scFv)2-Fc eucaryote (0.5µg). Les mélanges scFv + Fc sont déposés à hauteur de 2 µg de Fc initial en 

conditions non réductrices (gauche) et réductrices (droite) sur SDS-PAGE coloré ensuite au bleu de Coomassie. 

Finalement, la meilleure stratégie de couplage du scFv 4D5 Qtag His6 sur le Fc A(HG)3Q-

K222A a été obtenue avec un équivalent molaire de 10 scFv par Fc pendant 24h à 37°C. 

Suivant les couplages, le rendement de formation du (scFv)2-Fc se situe entre 10 et 20% et le 

rendement de formation du scFv-Fc se situe entre 20 et 30%. 

  



132 
 

3. Fonctionnalité des fragments (scFv)2-Fc couplés 

Il est donc possible de coupler des fragments scFv à un fragment Fc. On obtient alors un 

mélange de (scFv)2-Fc et scFv-Fc, ainsi que du Fc et scFv non couplés et/ou non dérivés par 

l’azide et le DBCO. Dans une démarche de criblage d’anticorps thérapeutiques, le plus simple 

serait de tester directement ces mélanges in vitro, sans chercher à isoler les (scFv)2-Fc (voire 

scFv-Fc). Ceci permet de s’affranchir d’une étape supplémentaire de chromatographie 

d’exclusion stérique ou de filtration sur une membrane perméable aux protéines de faibles 

poids moléculaires.  

Nous avons donc choisi de tester la liaison des mélanges scFv 4D5-DBCO + Fc-azide sur la 

lignée de cancer du sein SK-BR-3 surexprimant le récepteur HER2 par cytométrie en flux 

(Gaborit et al., 2011). Le scFv 4D5 restant se fixe sur ce récepteur, mais seuls les (scFv)(1-2)-

Fc peuvent être détectés par l’anti-IgG humaine spécifique du fragment Fc couplé au FITC. Le 

Fc seul ne se fixera quant à lui nulle part. Pour démontrer la spécificité de fixation du scFv 4D5 

à HER2, nous avons utilisé le scFv anti-β-galactosidase 13R4 Qtag His6 qui est connu pour 

sa solubilité dans le cytoplasme d’E. coli (Martineau et al., 1998). Ce scFv 13R4 a été couplé 

au Fc A(HG)3Q K222A de la même façon que le scFv 4D5 pour servir d’anticorps irrelevant.  

La Figure 63A montre que le scFv 13R4 donne moins de (scFv)2-Fc mais plus de scFv-Fc que 

le scFv 4D5. Le rendement global de réaction click est au final similaire. Ce SDS-PAGE permet 

donc d’estimer la concentration en (scFv)2-Fc dans les 2 mélanges scFv+Fc après réaction. A 

partir de celle-ci, des dilutions successives ont été réalisées pour arriver à des concentrations 

situées entre 5 pM et 5 nM de (scFv)2-Fc puis incubées avec des cellules SK-BR-3. Les mêmes 

concentrations ont été testées avec le (4D5)2-Fc produit classiquement en cellules eucaryotes. 

Cependant, la population de scFv-Fc n’a pas été prise en compte dans les calculs de 

concentration car leur monovalence leur confère une avidité plus faible que les (scFv)2-Fc qui 

sont divalents. 

La Figure 63B montre que scFv 4D5 clické au fragment Fc se fixe sur le récepteur HER2 de 

façon comparable au (scFv)2-Fc eucaryote. Cette fixation est spécifique jusqu’à 500 pM car le 

scFv 13R4 couplé au fragment Fc ne donne aucun signal. Pour une concentration en (scFv)2-

Fc donnée, la liaison est même plus importante dans le mélange click. Ceci doit être du à la 

présence non négligeable de scFv-Fc, eux aussi capables de se lier au récepteur.  
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Figure 63 : Liaison du mélange scFv 4D5-DBCO + Fc A(HG)3Q K222A-N3 au récepteur HER2. A) Les scFv 4D5 

Qtag His6 et 13R4 Qtag His6 dérivés par l’amine-PEG4-DBCO sont mis en présence du Fc A(HG)3Q K222A dérivé 

par l’amine-PEG3-N3. Témoins négatifs : scFv seuls (5 µg) et Fc seul (2 µg). T+ : (4D5)2-Fc eucaryote (0.5 µg). Les 

mélanges scFv + Fc sont déposés à hauteur de 2 µg de Fc initial en conditions non réductrices (haut) et réductrices 

(bas) sur SDS-PAGE coloré ensuite au bleu de Coomassie. B) Cytométrie en flux sur la lignée SK-BR-3. Les 

mélanges scFv 4D5-DBCO + Fc A(HG)3Q K222A-N3 (en rouge) et scFv 13R4-DBCO + Fc A(HG)3Q K222A-N3 (en 

bleu) sont incubés sur les cellules à des concentrations de (scFv)2-Fc comprises entre 5 pM et 5 nM. Le (scFv 

4D5)2-Fc produit en cellules eucaryotes (en noir) est utilisé comme témoin positif. La fixation est détectée par un 

anti-IgG humaine spécifique du fragment Fc couplé au FITC.  
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES 

La première étape de ce projet consistait à produire à grande échelle des fragments 

d’anticorps (scFv et Fab) chez E. coli. Nous avons comparé l’expression cytoplasmique et 

périplasmique. L’expression cytoplasmique donne de bien meilleurs rendements. Elle a donc 

été choisie pour la suite pour produire les fragments scFv. Ceux-ci se sont avérés plutôt bien 

solubles dans le cytoplasme, et assez peu sujets à l’agrégation, contrairement à ce qui a pu 

être décrit dans la littérature. Néanmoins, l’absence de formation de ponts disulfures reste 

critique et conduit à leur précipitation après leur purification lorsqu’ils se trouvent à température 

ambiante. Ceci est incompatible avec les réactions chimiques ou enzymatiques envisagées 

par la suite. Pour tenter de remédier à ce problème, nous avons utilisé une souche bactérienne 

permettant la co-expression du scFv avec l’isomérase de ponts disulfures DsbC et la 

sulfhydryle oxydase Erv1p, décrites comme permettant d’obtenir un cytoplasme oxydant 

(Nguyen et al., 2011). Cette technique s’est révélée inefficace dans le cas du scFv 4D5. Ceci 

est probablement dû au fait que le scFv 4D5 est fortement exprimé dans le cytoplasme 

bactérien, ce qui sature ce système d’oxydation enzymatique.  

L’alternative a donc été de former les ponts disulfures in vitro après la purification des scFv, 

par oxydation au sulfate de cuivre. Malgré cette oxydation, les scFv 4D5 précipitent 

complètement s’ils sont congelés ou conservés en tampon PBS ou à trop haute concentration. 

Parmi plusieurs tampons testés, nous avons montré que les conditions optimales de 

conservation du scFv 4D5 sont : en tampon TBS contenant de l’imidazole, à concentration 

inférieure à 2.5 mg/mL et à 4°C. Ces 3 conditions combinées ont permis d’empêcher la 

précipitation des différentes constructions. Grâce à celles-ci, nous avons obtenu des 

rendements de 100 à 200 mg/L de scFv purs, stables thermiquement, contenant des tags en 

C-terminal, et capables de se lier à leur récepteur HER2.  

Pour se rapprocher au maximum des immunoglobulines naturelles, nous souhaitions 

également coupler des fragments Fab à un Fc. Le Fab 4D5 présentait un problème de 

transcription, traduction ou dégradation de la chaine lourde par rapport à la chaine légère, à la 

fois en périplasme et cytoplasme, malgré toutes les différentes conditions d’expression 

testées. Les rendements étaient relativement faibles (seulement quelques milligrammes par 

litre de culture), contrairement à ce qui a été décrit précédemment dans le cas du même clone 

au format Fab’ avec un autre promoteur et en fermenteur (Carter et al., 1992). L’introduction 

d’un second promoteur T7 en amont de la chaine lourde n’a pas permis d’apporter une solution 

à ce problème. Faute de temps, nous avons alors choisi de nous focaliser sur l’utilisation de 

scFv et de ne pas poursuivre l’optimisation de production du fragment Fab. Pour tenter 
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d’apporter une solution à ce problème, nous aurions pu changer de promoteur ou encore 

utiliser un scFab pour avoir les deux chaines sur une même transcrit. 

Les différents fragments Fc testés ont quant à eux été produits en cellules eucaryotes HEK 

293T et purifiés sur colonne de protéine A avec des rendements de 10 à 20 mg/L. 

L’introduction de tags en N-terminal n’a pas perturbé la fixation de ces Fc aux récepteurs FcγR 

I et II.  

 

La seconde étape a consisté à déterminer quelle stratégie donnait le meilleur compromis entre 

le rendement et la spécificité de couplage pour introduire les fonctions azide et DBCO 

permettant une réaction de chimie click sans cuivre.  

Bien que la surexpression de la FGE avec des protéines contenant l’aldéhyde tag en C-

terminal ait conduit à des rendements de conversion en formylglycine in vivo de 99% dans la 

littérature (Carrico et al., 2007), cette stratégie s’est avérée presque inefficace une fois 

appliquée à notre scFv 4D5. Récemment, il a été montré que l’activité de la FGE (donc la 

génération de formylglycine) pouvait être améliorée en supplémentant le milieu de culture avec 

50 µM de sulfate de cuivre lors de la production d’un anticorps monoclonal en cellules CHO 

(York et al., 2016). Dans ce cas, c’est la FGE humaine qui est surexprimée, et non la FGE 

issue de M. tuberculosis utilisée lors de nos productions chez E. coli. Cependant, cette 

supplémentation pourrait peut-être avoir un impact positif sur la formation de formylglycine au 

sein de l’aldéhyde tag du scFv 4D5 cytoplasmique si le sulfate de cuivre est capable de 

pénétrer dans le cytoplasme bactérien. De plus, celui-ci pourrait éventuellement conduire à 

une oxydation in vivo des ponts disulfures des scFv, ce qui permettrait d’éviter l’oxydation in 

vitro. Comme dans le cas de la co-expression du scFv avec les enzymes DsbC et Erv1p, il est 

possible que le fort taux d’expression du scFv sature l’activité de la FGE. 

Concernant le Fc, nous avons montré à l’aide d’une étude en spectrométrie de masse que les 

constructions Fc Qtag K222A et Fc A(HG)3Q K222A ne possédaient pas toujours les résidus 

N-terminaux attendus. Ceci peut être dû à un problème de dégradation et/ou de clivage du 

peptide signal.  

Pour la dérivation du Fc au PLP, nous n’avons pas vérifié que le Fc AKT(H)6Q avait la bonne 

extrémité N-terminale. Or, les résidus AKT permettent de maximiser le rendement de 

dérivation par le PLP (Witus et al., 2010). Le faible rendement de conversion de l’amine N-

terminale en cétone pourrait donc s’expliquer par ce problème de dégradation et/ou clivage 

des N-termini du Fc recombinant. Nous avons également observé l’apparition de multimères 

de Fc suite au traitement par le PLP. Pour ces raisons, nous n’avons pas poursuivi l’utilisation 
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de cette stratégie. On peut également souligner le fait que la dérivation au PLP a été décrite 

pour des protéines monomériques, alors que notre fragment Fc est dimérique. Le contexte 

réactionnel est donc différent, ce qui pourrait être à l’origine de ces multimères. 

Les bis-sulfones ont été décrites comme permettant de réagir de façon spécifique sur des 

histidines contenues dans un tag His6, His4 ou His2 fusionné à un dAb, ou sur un motif His-

Xaa-His (Cong et al., 2012). Le seul motif HXH présent sur notre Fc IgG1 humain est le motif 

HNH aux positions 433-435. Lorsque les bis-sulfones sont mises en présence d’un fragment 

Fc sans tag dont l’histidine 433 est substituée, elles se fixent sur ce fragment. Il y a donc des 

histidines autres que celles présentes dans une séquence de type HXH qui sont réactives. Les 

histidines 435 et 433 sont impliquées respectivement de façon directe et indirecte dans la 

liaison au FcRn. L’histidine 433 substituée par une alanine n’affecte pas la liaison du C1q à 

une IgG1 anti-CD20 immobilisée de façon aléatoire. En revanche, lorsque des cellules sont 

opsonisées par ces IgG1, cette mutation diminue l’avidité apparente du C1q pour le fragment 

Fc et la CDC est alors réduite de façon non négligeable (Diebolder et al., 2014). Même si la 

substitution H433A avait rendu le couplage des bis-sulfones spécifiques du tag (His-Gly)3, on 

aurait risqué de perdre la capacité à déclencher efficacement l’ADCC et la CDC. Les bis-

sulfones ne permettent donc pas de dériver spécifiquement les extrémités N-terminales du 

fragment Fc. Elles ne sont pas non plus applicables au scFv 4D5 car la présence d’imidazole, 

crucial pour empêcher la précipitation du scFv, inhibe totalement la réactivité des bis-sulfones. 

C’est pourquoi nous avons écarté cette stratégie. 

La cystéine libre introduite sur le scFv 4D5 a quant à elle pu être dérivée de façon spécifique 

par le maléimide-PEG4-DBCO ou par l’APN-BCN, respectivement à pH 6.5 et 7.5. Dans nos 

mains, l’APN a donné des rendements légèrement plus faibles que le maléimide. 

Dans le cas de la transglutaminase, la présence d’une lysine au voisinage du Qtag entraine la 

formation de multimères de Fc ou de dimères de scFv. Pour cette raison, la présence des 2 

tags Qtag et c-myc en C-terminal d’un scFv est incompatible. Trois constructions contenant le 

Qtag, le c-myc WT ou le c-myc K3F ont été testées. C’est le Qtag qui a été conservé car le 

peptide myc WT conduit à des traces de dimères à cause de la présence d’une glutamine et 

d’une lysine voisines, et le myc K3F conduit à une conjugaison plus faible.  

Au niveau du fragment Fc, la lysine 222 a dû être substituée par une alanine pour éviter la 

formation de multimères et de liaisons intra-Fc qui empêchaient sa réduction et rendaient le 

Qtag non réactif vis à vis des amines des linkers. Ce type de dimérisation via un couplage 

lysine-glutamine proches en terme de séquence primaire a été décrit et exploité dans le cadre 

de la dimérisation de VHH via le S-tag (Plagmann et al., 2009). Suite au problème de clivage 

et/ou dégradation de l’extrémité N-terminale du Fc Qtag K222A, nous avons conservé par la 
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suite le Fc A(HG)3Q K222A, en émettant l’hypothèse que ses 6 résidus supplémentaires ne 

perturberaient pas la structure finale du (scFv)2-Fc.  

La présence d’imidazole (200 mM) et de cuivre (environ 1 mM) dans le tampon de conservation 

des scFv s’est avérée compatible avec l’utilisation de la transglutaminase. Les conditions de 

couplage ont été optimisées en terme d’équivalents d’amine et de TG par Qtag, de durée de 

réaction, de pH et de force ionique du tampon de réaction, ainsi que de longueur du linker. A 

partir de 16h à 37°C et de 15 U TG / µmol / Qtag, on atteint une saturation. Un linker de 12 

PEG et un large excès d’amines (40 éq / Qtag) ont tous deux un effet négatif sur le rendement. 

Ceci peut s’expliquer par la tendance à la précipitation des linkers malgré la présence de motifs 

PEG supposés augmenter leur hydrophilie. La diminution de l’efficacité lors de l’utilisation de 

substrat lysine (cadavérine DY547) en excès a déjà été observée sur la glutamine 295 du 

chCE7 aglycosylé dès 3.75 à 4.5 équivalents molaires par glutamine réactive (Mindt et al., 

2008). Dans notre cas, nous sommes à 10 équivalents molaires par glutamine réactive, donc 

la diminution de rendement au-delà de cet excès n’est pas aberrante. Ils observent également 

une diminution de couplage à partir d’une certaine quantité de TG mais celle-ci ne provient 

pas du même fournisseur, donc son activité n’est pas comparable à la nôtre.  

Finalement, un rendement global d’insertion d’azide ou de DBCO d’environ 60% a été estimé 

sur le Fc A(HG)3Q K222A, sans pouvoir distinguer le pourcentage de Fc ayant été dérivé sur 

ces 2 chaines ou sur une seule. Ce rendement est plus faible que les rendements quantitatifs 

décrits dans le cas du Qtag présent en C-terminal d’anticorps entiers (Strop et al., 2013). 

Cependant, cet article a aussi montré que ce tag était dérivé plus ou moins efficacement 

suivant sa position au sein de l’immunoglobuline et le Qtag n’avait jamais été introduit en N-

terminal d’un Fc ou en C-terminal d’un scFv auparavant.  

Il existe d’autres types de réactions chimiques ou enzymatiques qui auraient pu être testées 

et aboutir à de meilleurs rendements. Parmi elles, on peut citer l’utilisation de la trypsiligase 

(Liebscher et al., 2014), de la sortase (Alt et al., 2015) et des processus d’EPL (expressed 

protein ligation) et PTS (protein trans-splicing) (Möhlmann et al., 2011). Une autre alternative 

pourrait être d’effectuer des conjugaisons en phase solide. Un anticorps fixé sur une colonne 

de protéine A a ainsi pu être dérivé sur une cystéine libre par du maléimide ainsi que par une 

amine sur la glutamine 295 de la chaine lourde après déglycosylation (Puthenveetil et al., 

2016). 

 

Enfin, la dernière étape avait pour but de coupler un scFv à chaque extrémité N-terminale du 

Fc. L’utilisation du scFv 4D5 Cys-myc dérivé au maléimide DBCO a conduit à un moins bon 

rendement de couplage au Fc A(HG)3Q K222A dérivé par l’amine azide que le scFv 4D5 Qtag 
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His6 dérivé à l’amine DBCO. Le scFv dérivé par l’APN-BCN n’a donc pas été testé en terme 

de couplage au Fc azide car son greffage au scFv est légèrement moins bon que le maléimide. 

De plus, cette molécule ne contient pas de PEG donc il risque d’y avoir un encombrement 

stérique entre le scFv et le Fc.  

Pour coupler le scFv 4D5 Qtag His6 et le Fc A(HG)3Q K222A, il restait alors la possibilité de 

dériver le scFv au DBCO et le Fc à l’azide et inversement. C’est cette combinaison qui a donné 

le meilleur rendement de formation de (scFv)2-Fc et scFv-Fc. Ceci s’explique par le fait que 

généralement, la conjugaison de l’amine azide est plus efficace que la conjugaison de l’amine 

DBCO (Dennler et al., 2015). Or, dans le cas d’un couplage entre 2 scFv et un Fc, le scFv est 

ajouté en excès. C’est donc la fonctionnalisation du fragment Fc qui est limitante. Nous ne 

disposions pas des équipements chromatographiques nécessaires à la séparation des Fc bi-

conjugués, mono-conjugués et non conjugués par l’azide. De plus, l’idée était de développer 

un outil relativement simple à mettre en place, sans opérations complexes de purification. 

Nous souhaitons donc travailler avec ce mélange qui contient la population de scFv-Fc qui se 

forme en plus des (scFv)2-Fc, ainsi que des scFv et Fc restants. 

Les meilleures conditions de couplages ont été obtenues en mettant en réaction 10 scFv par 

Fc (donc un excès de 5 par site de couplage) pendant 24h à 37°C. Malgré cet excès, la réaction 

de chimie click a un rendement d’environ 70%. Un temps de réaction plus long ne permet pas 

d’augmenter ce rendement.  

Ainsi, malgré le fait que la chimie click sans cuivre est décrite dans la littérature comme 

pouvant atteindre des rendements quasi quantitatifs, il semblerait que ce ne soit le cas que 

lors de couplages entre une protéine et une molécule comme un fluorophore, une drogue, un 

radionucléide, etc, mais pas lors d’un couplage protéine-protéine. Par exemple, un Fab a été 

dérivé sur un tag myc avec les mêmes amines azide ou DBCO que celles utilisées ici (Dennler 

et al., 2015). La dérivation au DBCO est 2 fois moins efficace que celle avec l’azide (50% 

contre presque 100%). Ces deux Fab ont alors été mis en présence de façon équimolaire. Un 

homodimère ne se forme qu’à hauteur de 25%, montrant que la réaction de chimie click n’a 

fonctionné qu’à environ 50%. Les auteurs expliquent ce résultat par une gêne stérique qui 

pourrait être éventuellement diminuée par le design de linkers différents. Néanmoins, dans 

notre cas nous avons montré qu’augmenter la longueur du linker amine azide avait pour effet 

de réduire le taux de conjugaison. De plus, plus les linkers sont longs, plus la molécule de 

(scFv)2-Fc va avoir une structure éloignée de celles des (scFv)2-Fc obtenus sans couplage 

click.  

Sachant que du cuivre a déjà été utilisé pour oxyder les scFv, il aurait pu être envisageable 

d’utiliser la réaction de chimie click catalysée au cuivre qui est plus rapide que la chimie click 
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sans cuivre. Cependant, cela nécessiterait une étape de dessalage suite à l’addition des scFv 

sur le Fc, pour éliminer totalement ce cuivre cytotoxique. De plus, la CuAAC n’est pas toujours 

synonyme de bons rendements de couplages inter-protéiques. Par exemple, un scFv a été 

dérivé par du maléimide-PEG2-azide ou du maléimide-PEG3-alcyne (Natarajan et al., 2007). 

Seulement 30% d’hétérodimérisation ont été obtenus avec un excès de 5 en azide par rapport 

à l’alcyne. Comme dans notre cas, un plus grand nombre de PEG dans les linkers n’a pas 

permis d’améliorer la dimérisation. Encore une fois, cette mauvaise réactivité est expliquée 

par le fait que le scFv est une macromolécule donc cela réduit la probabilité de rencontre entre 

l’azide et l’alcyne par rapport à la rencontre avec une molécule qui serait plus petite, à cause 

des différences de diffusion moléculaire. Les auteurs ont donc synthétisé un linker tri-alcyne 

capable de s’additionner à l’azide. Ce linker est introduit au niveau de la cystéine libre du scFv. 

Avec celui-ci, le di-scFv se forme à 74%, et il y a très peu de trimérisation. Ainsi, l’efficacité de 

la CuAAC est limitée par la dynamique moléculaire, mais ceci peut être partiellement surmonté 

en introduisant de façon spécifique une molécule polyfonctionnelle pour augmenter la 

probabilité de rencontre entre les 2 espèces. Ce principe aurait éventuellement pu être 

appliqué à notre problématique, mais cela aurait nécessité de synthétiser de nouveaux linkers, 

ce qui était impossible faute de temps. 

Les conditions optimisées de chimie click permettent donc d’obtenir des rendements de 

formation de 10 à 20% en (scFv)2-Fc et de 20 à 30% en scFv-Fc. Les mélanges réactionnels 

contenant les (scFv)2-Fc et scFv-Fc, ainsi que le Fc et le scFv restants ont directement été 

incubés sur des cellules SK-BR-3 surexprimant le récepteur HER2 pour tester leur liaison, 

sans purification préalable. Nous avons alors démontré que les (scFv)2-Fc (voire scFv-Fc) 

reconstitués par chimie click se fixent de façon spéficique à ce récepteur, à des concentrations 

du même ordre de grandeur que le (scFv)2-Fc produit classiquement en cellules eucaryotes. 

Désormais, il reste à évaluer la capacité du (scFv)2-Fc clické à inhiber la prolifération de cette 

lignée SK-BR-3 par un test de viabilité cellulaire. Le Fab’ 4D5 (monovalent) a été décrit comme 

se fixant sur cette lignée avec la même affinité que le F(ab’)2 (divalent), mais sans affecter sa 

croissance, contrairement au F(ab’)2 (Carter et al., 1992). Nous émettons donc l’hypothèse 

que le scFv 4D5 seul et le scFv-Fc n’auront aucun effet sur cette viabilité. Le Fc seul n’aura 

lui non plus aucune activité.  

Enfin, l’objectif final est de comparer la capacité du (scFv)2-Fc (voire du scFv-Fc) à inhiber la 

croissance tumorale d’une xénogreffe de la lignée cellulaire de cancer de l’ovaire SK-OV-3. 

Deux scFv anti-HER2 sélectionnés grâce à la banque de phages développée par l’équipe pour 

exprimer des scFv solubles dans le cytoplasme de E. coli (Philibert et al., 2007) ont été produits 

avec le tag Qtag His6 en C-terminal. Après purification, ils seront eux aussi clickés au Fc puis 
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testés in vivo en parallèle du scFv 4D5. Si les tests se révèlent concluants, nous aurons alors 

fait la preuve de concept qu’il est possible de produire des scFv en cytoplasme d’E. coli, puis 

de les coupler chimiquement à un fragment Fc en vue d’obtenir des (scFv)2-Fc fonctionnels 

chez la souris, tout ceci dans une démarche de criblage d’anticorps thérapeutiques. La chimie 

click permettra alors de changer rapidement de fragment Fc, si l’on souhaite par exemple 

obtenir des interactions avec différentes cellules immunitaires. Par la suite, il serait 

envisageable de produire également le fragment Fc en cytoplasme d’E. coli, en restaurant 

l’interaction avec les récepteurs au Fc grâce à l’introduction de mutations ponctuelles ou de 

glycosylations in vitro ou dans des souches manipulées génétiquement. En effet, des premiers 

tests réalisés au laboratoire par le Dr Marianne le Gall nous ont montré que ce fragment 

pouvait être produit à haut rendement et de façon soluble en cytoplasme puis oxydé in vitro 

au sulfate de cuivre, au même titre que les scFv. 

 

Au cours de ces travaux, nous avons également démontré qu’il était possible d’empêcher la 

dissociation du fragment Fc en présence d’agent réducteur, grâce à la formation de liaisons 

covalentes lysine-glutamine interchaines catalysée par la transglutaminase. Cette propriété a 

déjà été décrite dans le cas de l’introduction d’une séquence reconnue par la TG en C-terminal 

d’une immunoglobuline entière (Siegmund et al., 2015). Dans ce cas, c’est la lysine 447, le 

dernier résidu de la chaine lourde, qui est impliquée. Sa délétion rend les chaines lourdes 

totalement dissociables en présence d’agent réducteur. Dans notre cas, la proximité du Qtag, 

de la lysine 222 et des cystéines interchaines de la région charnière rendent possible une 

stabilisation du Fc en l’absence de ces ponts. Ces cystéines sont aussi conjugables au 

maléimide, sans perdre la liaison du fragment Fc aux FcγRI et II. Nous souhaitons donc 

appliquer cette propriété à une immunoglobuline entière. La séquence Qtag-RSDK va donc 

dans un premier temps être introduite en amont des cystéines de la charnière reliant les 

chaines lourdes. Par la suite, nous souhaitons également appliquer cette technique à la 

stabilisation du pont disulfure entre la chaine lourde et la chaine légère. La possibilité de 

dériver les cystéines réduites tout en conservant la structure d’immunoglobuline dimérique 

ainsi que la fonctionnalité de l’anticorps seront évaluées. Si les résultats sont positifs, ils 

pouraient faire l’objet d’un dépôt de brevet pour la contruction d’ADC.   
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MATÉRIELS ET MÉTHODES 

A. Construction des vecteurs contenant les tags de chimie click 

1. Construction des vecteurs 

Les vecteurs pET23NN et pAB1 sont digérés par l’enzyme de restriction Not I suivant le 

protocole de la fiche technique de cette enzyme. Le vecteur pFUSE est quant à lui digéré par 

les enzymes de restriction EcoRI et BglII. Après dépôt sur gel d’agarose, la bande 

correspondant au vecteur linéarisé est purifiée (kit Macherey Nagel gel and PCR clean-up). 

Les primers phosphorylés (Eurofins MWG) subissent une dénaturation pendant 2 min à 98°C 

puis une diminution relativement lente de la température 0.5°C/s jusqu’à 10°C pour permettre 

leur hybridation. Le vecteur digéré et les primers sont alors assemblés par ligation avec un 

ratio vecteur/insert de 1/3 puis transformés par choc thermique chez E. coli (Figure 64). Les 

clones obtenus sont validés par séquençage (Eurofins MWG). 

 

Figure 64 : Principe de l’insertion d’un tag (en bleu) composé de deux oligonucléotides phosphorylés contenant 

des extrémités cohésives dans un vecteur préalablement digéré. Ici : digestion du pET23NN par Not I. 

Les vecteurs d’expression sont schématisés dans la Figure 65. Le vecteur pFUSE est utilisé 

pour l’expression des Fc contenant un tag ou pour l’expression du (scFv)2-Fc (Moutel et al., 

2009). Le pAB1 et le pET23NN sont utilisés pour l’expression bactérienne (respectivement 

périplasmique et cytoplasmique) des scFv et Fab. Le scFv ou Fab est introduit dans tous ces 

vecteurs entre les sites de restriction Nco I et Not I par digestion suivant la fiche technique du 

fournisseur. 
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Figure 65 : Schéma des vecteurs d’expression des fragments d’anticorps. pFUSE : fragment Fc en cellules 

eucaryotes. pAB1 et pET23NN : fragments scFv et Fab chez E. coli.  
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2. Mutagénèse dirigée 

La mutagénèse dirigée a permis d’introduire une délétion, une insertion ou une mutation 

ponctuelle dans les plasmides. Le kit Thermo Scientific Phusion Site-Directed mutagenesis a 

été utilisé. La première étape consiste à amplifier l’ADN par PCR en utilisant des 

oligonucléotides phosphorylés (Eurofins MWG) suivant le mode opératoire du kit. Ces primers 

sont construits pour contenir une mutation ponctuelle ou une insertion par rapport au plasmide 

de départ, ou alors pour s’hybrider de telle sorte que l’amplification permettra de déléter une 

région du plasmide (Figure 66). La seconde étape est la ligation de l’ADN amplifié pour 

permettre de circulariser le vecteur qui est alors transformé dans E. coli et validé par 

séquençage. 

 
Figure 66 : Principe de la mutagénèse dirigée. D’après thermofisher.com 

Cas particulier : PCR assembly 

Deux oligonucléotides sont dessinés pour chevaucher la région entre la LC et la HC du 

pET23NN-Fab 4D5 Qtag-myc où l’on souhaite introduire le second promoteur T7. Ils 

contiennent les nucléotides correspondant à celui-ci à leurs extrémités. Deux PCR sont 

effectuées, chacune avec une amorce d’insertion et une amorce externe. Les 2 produits de 

PCR possèdent des extrémités qui sont complémentaires. Ils sont purifiés grâce au kit 
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Macherey Nagel gel and PCR clean-up. La dernière PCR, dite d’assemblage, est effectuée 

avec les 2 amorces externes (Figure 67). Toutes les PCR sont effectuées avec la Phusion 

polymérase (Thermo Scientific) selon les instructions du fabricant. Le produit de PCR est alors 

digéré par les enzymes de restriction HindIII et SspDI et inséré par ligation dans le plasmide 

pET23NN-Fab 4D5 Qtag-myc préalablement digéré de la même façon. Après transformation 

dans E. coli, la construction est validée par sé quençage. 

 

Figure 67 : Principe du PCR assembly. 

3. Séquences protéiques des fragments construits 

scFv 4D5 tag-myc 

MADIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFS 65 

GSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVELKRATPSHNSHQVPSAGGPTANS 130 

GEVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSV 195 

KGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTTVTVSSAAA-      254 

Tag-AAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH          a 278/282 

VL, linker, VH, c-myc, His tag 
 

  

  

 

scFv 4D5 Qtag 

MADIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFS 65 

GSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVELKRATPSHNSHQVPSAGGPTANS 130 

Nom du scFv Tag 

scFv Ald tag-myc LCTPSR 

scFv Cys-myc CS 

scFv Qtag-myc LLQG 

LC HC Tags 

Assemblage 

LC HC Tags 

LC 

HC Tags 

HindIII SspDI 

T7 

T7 
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GEVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSV 195 

KGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTTVTVSSAAALLQGAA 260 

HHHHHH           a 266 

VL, linker, VH, Qtag, His tag 

 

scFv 4D5 myc  

MADIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFS 65 

GSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKVELKRATPSHNSHQVPSAGGPTANS 130 

GEVKLVESGGGLVQPGGSLRLSCATSGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSV 195 

KGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTTVTVSSAAAEQXLIS 260 

EEDLNGAAHHHHHH       a274 

               a  

VL, linker, VH, c-myc, His tag 
 

Fc (IgG1 humaine) + tag ( vecteur pFUSE) 

MYRMQLLSCIALSLALVTNS-Tag-RSDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISR 63/71 

TPEVTCVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKE 125/133 

YKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVE 187/195 

WESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLS 249/257 

LSPGK           A   254/262 

  

 . 

 

 

Séquence signal IL-2 clivée 

Hinge inférieur (appartenant au fragment Fc) 

Lysine mutée en alanine dans les constructions nommées K222A 

CH2 

CH3 
Histidine mutée en alanine dans les constructions nommées H433A 

 

 

Nom du scFv X 

scFv myc WT His6 K 

scFv myc K3F His6 F 

Nom du Fc Tag 

Fc AKT(H)6Q AKTHHHHHHLLQGA 

Fc A(HG)3Q AHGHGHGLLQGA 

Fc Qtag ALLQGA 
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Fc sans tag : vecteur ps878 (Germain et al., 2008) 

MAIIYLILLFTAVRGLERSLQEFGSVDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEV 65 

TCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS 130 

NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPEN 195 

NYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK     253 

Séquence signal HA clivée 

Hinge inférieur (appartenant au fragment Fc) 

CH2 

CH3 

Histidine mutée en alanine dans la construction nommée H433A 

  

Fab 4D5 Qtag-myc 

LC (kappa) 

MDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDVNTAVAWYQQKPGKAPKLLIYSASFLYSGVPSRFSG 65 

SRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQHYTTPPTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGT 130 

ASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYAC 195 

EVTHQGLSSPVTKSFNRGEC            215 

VL, CL, Cystéine reliant les deux chaines 

 

HC 

MEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNIKDTYIHWVRQAPGKGLEWVARIYPTNGYTRYADSV 65 

KGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCSRWGGDGFYAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVF 130 

PLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSS 195 

SLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCAAALLQGAAEQKLISEEDLNGAAHHHHHH     253 

VH, CH1, Hinge supérieur, Cystéine reliant les deux chaines, Qtag, c-myc, His tag 
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B. Expression des fragments d’anticorps 

1. Transfection transitoire de cellules HEK 293T 

2 à 3 millions de cellules HEK 293T sont mises en culture en boites de Petri (diamètre 150mm) 

en DMEM/F-12 + glutamax, SVF 10%, antibiotic-antimycotic 1x (Gibco) (20mL par boite). 

Après 48h, les cellules sont transfectées à hauteur de 30µg d'ADN par boite avec un ratio 

ADN/PEI de 1/8 (soit 240 µg par boite). Le PEI linéaire provient de Polysciences. L’ADN est 

dilué dans du NaCl 0.9% pour avoir un volume final de 500 µL par boite. Le PEI en solution à 

1mg/mL pH 7 est dilué dans du NaCl 0.9% pour avoir un volume final de 500 µL par boite. Le 

PEI est ajouté à l’ADN puis le mélange est homogénéisé. Après 10-15 min d’incubation à TA, 

1 mL de ce mélange est déposé goutte à goutte par boite, en mélangeant. Après 4h en culture, 

le milieu est changé par du DMEM/F-12 + glutamax, antibiotic-antimycotic 1x. Le surnageant 

de culture est récupéré 5 jours plus tard. Les cellules en suspension ainsi que les débris 

cellulaires sont éliminés par une centrifugation de 15 min à 3000 rpm.  

2. Préparation de bactéries compétentes au RbCl 

� Pré-culture des bactéries dans 3 mL de LB sur la nuit à 37°C sous agitation. 

� Ensemencement dans 250 mL de LB + MgSO4 20 mM , jusqu’à D0600 = 0,4-0,6 

� Centrifugation à 4000 rpm 10 min à 4°C. 

� La suite des étapes doit être réalisée avec du matériel à 4°C (tampons, pipettes, tubes,...) 

� Resuspension du culot dans 100 mL de TFB1 froid (soit 1/2,5 du volume de départ) 

� Incubation 5 min sur glace 

� Centrifugation à 4000 rpm 10 min à 4°C 

� Resuspension du culot dans 10 mL de TFB2 froid (soit 1/25 du volume de départ) 

� Incubation sur glace entre 15 et 60 min avant d’aliquoter en 100 µL/tube.  

� Stockage des bactéries compétentes à -80°C. 

Composition des solutions : 

Milieu Luria-Bertani (LB) : 

par litre : 10g tryptone 

 5 d’extrait de levure 

 5g NaCl 

 2 mL NaOH 1N 
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TFB1 : 

pour 500 mL : 1,48 g KOAc � 30 mM 

 6 g RbCl � 100 mM 

 0,92 g CaCl2 � 10 mM 

 4,95 g MnCl2 � 50 mM 

 75 mL glycerol � 15 % 

Le pH est ajusté à 5,8 avec de l’acide acétique et la solution est filtrée. 

TFB2 : 

Pour 100 mL : 0,21 g MOPS � 10 mM 

 1,37 g CaCl2 � 75 mM 

 0,12 g RbCl � 10 mM 

 15 mL glycerol � 15 % 

Le pH est ajusté à 6,5 avec du KOH et la solution est filtrée. 

3. Production de scFv en périplasme de BL21(DE3) 

Le milieu 2x TY est utilisé (tryptone 16 g/L, extrait de levure 10 g/L, NaCl 5 g/L). 

� Ensemencement d’un clone en 2xTY, ampicilline 100 µg/mL, glucose 2% à 37°C  

� Culture sur la nuit à 37°C sous agitation. 

� Le lendemain, dilution au dixième dans 2xTY, ampicilline 100µg/mL, glucose 0.1%. 

Culture à 37°C sous agitation jusqu’à une DO600 d’environ 0.8. A ce moment tout le 

glucose a été consommé. 

� Induction à l’IPTG 1mM final, sauf mention contraire 

� Incubation à 30°C 230rpm pendant 4h sauf mention contraire 

� Refroidissement de la culture sur glace 

� Centrifugation 10 min à 4000 rpm à 4°C. Surnageant : fraction milieu de culture 

Il y a ensuite 3 types de lyses possibles : 

a. Lyse par choc osmotique 

� Resuspension du culot dans 1/20 volume de Tris-HCl 30mM pH 8, EDTA 1mM, 

saccharose 20%. Ce milieu hypertonique va faire gonfler la membrane bactérienne. 

� Incubation 20min sur glace 

� Centrifugation 10 min-6000g-4°C. Normalement les membranes n’ont pas encore été 

lysées donc il ne devrait pas y avoir de protéines dans le surnageant.  
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� Resuspension du culot dans 1/20 volume de MgSO4 ou MgCl2 5mM dissout dans l’eau et 

préalablement refroidi. Homogénéisation jusqu’à bien resuspendre tout le culot. 

� Incubation 20 min sur glace. Le périplasme est alors libéré. 

� Centrifugation 10 min-6000g-4°C 

� Le surnageant correspond au périplasme (fraction périplasmique) 

� Le culot contient des «sphéroplastes » qui sont constitués par le cytoplasme et la 

membrane interne de la bactérie.  

� Si l’on souhaite séparer le cytoplasme et la fraction insoluble, on peut congeler le culot à 

-20°C, le reprendre en tampon de lyse : HEPES, NaCl, EDTA, lysozyme, NP40 (voir le 

protocole de production en cytoplasme) puis centrifuger. 

b. Lyse par le lysozyme 

Ce fractionnement est basé sur le protocole décrit par Osborn (Osborn et al., 1972). 

� Resuspension du culot dans 1/10 volume de Tris-HCl 20mM pH 8, saccharose 0.7M = 

24% (w/v) Les bactéries obtenues sont appelées plasmocytes. 

� Ajout de lysozyme de blanc d’oeuf de poule (Sigma Aldrich) à 2 mg/mL dans une solution 

d’EDTA 4.5 mM pH 8. 125µL de ce mélange est ajouté par mL de plasmocytes 

� Incubation 30 min sur glace 

� Centrifugation 10 min-13 400rpm-4°C 

� Le surnageant correspond à la fraction périplasmique 

� Congélation du culot qui correspond aux sphéroplastes 

� Resuspension dans du Tris-HCl 20mM pH8 (dans le même volume que celui contenant 

les plasmocytes + lysozymes) 

� Sonication pendant 5s pour compléter la lyse 

� Centrifugation 10 min-13 400rpm-4°C 

� Le surnageant correspond à la fraction cytoplasmique soluble. Le culot est repris dans le 

même volume de Tris-HCl 20mM pH 8 et correspond aux membranes et aux protéines 

insolubles comme les agrégats : fraction insoluble. 

c. Lyse par la polymyxine B 

• Reprise du culot dans 1/50 volume de sulfate de polymyxine B (Sigma Aldrich) à 1 mg/mL 

dissoute en Tris 20mM pH8 

• Incubation 30 min sur glace 

• Centrifugation 10 min-13 400rpm-4°C 

• Le surnageant correspond à la fraction périplasmique 

• Congélation du culot qui correspond aux sphéroplastes 

• Resuspension dans du Tris-HCl 20mM pH8  
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• Sonication pendant 5s pour compléter la lyse 

• Centrifugation 10 min-13 400rpm-4°C 

• Le surnageant correspond à la fraction cytoplasmique soluble. Le culot est repris dans le 

même volume de Tris-HCl 20mM pH 8 et correspond aux membranes et aux protéines 

insolubles comme les agrégats : fraction insoluble.  

4. Production de scFv en cytoplasme de BL21(DE3) 

Lorsque les scFv ont été induits à l’IPTG, le même protocole que celui de la production 

périplasmique a été utilisé. Seul la lyse des culots bactériens diffère.  

a. Auto-induction 

Le milieu auto-inductible utilisé a été développé par F.W. Studier (Studier, 2005). La solution 

M (1x) est composée de PO4 50mM, NH4Cl 50mM et Na2SO4 5mM. Les 50mM de phosphate 

sont apportés par 25mM de Na2HPO4 et 25mM de KH2PO4. La solution 5052 (1x) est 

composée de glycérol 0.5 % (w/v), glucose 0.05% (w/v) et α-lactose 0.2% (w/v). L’auto-

induction est réalisée suivant les étapes suivantes :  

� Ensemencement de 1 à 5 clones en LB ampicilline 100 µg/mL 

� Culture à 37°C sous agitation jusqu’à ce que la DO600 soit de 0.4-0.6 (phase exponentielle 

de croissance) 

� Dilution au centième dans du milieu auto-inductible : LB, M 1x, 5052 1x, MgSO4 2 mM, 

ampicilline 100 µg/mL 

� Culture pendant 1 à 2h à 37°C sous agitation 

� Culture pendant une vingtaine d’heures à 20°C sous agitation 230 rpm 

� Centrifugation 10 min à 4000 rpm puis congélation et conservation des culots à -20°C 

b. Lyse des bactéries 

� Reprise du culot dans du tampon de lyse (même volume que le volume de culture dont le 

culot est issu) : (HEPES 10mM, EDTA 0.5mM, NaCl 30mM) pH 8 ; Nonidet P-40 0.65% 

(w/v) ; lysozyme de blanc d’oeuf de poule (Sigma Aldrich) 0.1mg/mL ; Benzonase® 

Nuclease (Merck Millipore) 2U/mL 

� Incubation 1h à 4°C sous agitation 

� Ajout de NaCl 100mM pour arriver à une concentration physiologique de 130mM 

� Centrifugation à 10 000 rpm pendant 30min à 4°C 

� Récupération du surnageant qui correspond à la fraction soluble (cytoplasme + 

périplasme). Le culot correspond à la fraction insoluble (agrégats de protéines et 

membranes) 
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c. Cas particulier : production de scFv avec une surexpression de la FGE 

Le plasmide pBAD/myc-his A Rv0712 (FGE) a été acheté chez Addgene. Il a été digéré par 

les enzymes de restriction PflFI et BspHI. Le promoteur ara, le gène régulateur AraC et le gène 

Rv0712 ont alors été transférés dans un plasmide pACYC184 préalablement digéré par PflFI 

et NcoI, grâce à la compatibilité des extrémités de digestion par NcoI et BspHI. Après 

transformation chez E.coli, un clone a été validé par séquençage. 

 

Figure 68 : Schéma du plasmide pACYC184-AraC-Rv0712. 

La souche BL21(DE3) transformée par pACYC184-AraC-Rv0712 est rendue compétente au 

RbCl (voir B.2). Cette souche a alors été transformée par le vecteur pET23NN-scFv 4D5 Ald 

tag myc. Un clone isolé est mis en préculture en LB, glucose 1%, ampicilline 100µg/mL, 

tétracycline 12µg/mL à 37°C sous agitation jusqu’à obtenir une DO600 d’environ 1.  

Cette préculture est conservée à 4°C. Le lendemain, elle est centrifugée pour éliminer le 

glucose du milieu puis diluée au centième en LB, ampicilline 100 µg/mL, tétracycline 12 µg/mL. 

Les bactéries sont cultivées à 37°C sous agitation jusqu’à obtenir une DO600 de 0.4-0.6. 

L’expression de la FGE est induite avec 0.25% d’arabinose pendant 1h à 37°C sous agitation. 

La culture est refroidie à 20°C pendant une trentaine de minutes puis l’expression du scFv est 

induite avec 400 µM d’IPTG pendant environ 24h à 20°C sous agitaiton. Les bactéries sont 

alors récupérées par centrifugation puis lysées comme dans le cas d’une auto-induction. 
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5. Production de scFv en cytoplasme pseudo-oxydant de 

BL21(DE3)/pFH255 

La souche BL21(DE3) utilisée habituellement a été transformée par le plasmide pFH255 

(Nguyen et al., 2011) qui nous a été fourni par le Dr. Lloyd Ruddock de l’Université de Oulu en 

Finlande. Un clone a été rendu compétent au RbCl suivant le protocole B.2. Cette souche a 

alors été transformée par le pET23NN-scFv et l’induction des enzymes Erv1 et DsbC 

contenues dans le pFH255 ainsi que du scFv a été réalisée suivant ces étapes :  

� Préculture : ensemencement de 1 à 5 clones en LB, chloramphénicol 25 µg/mL, 

ampicilline 100 µg/mL. Incubation à 37°C sous agitation jusqu’à une DO600 d’environ 1. 

� Culture : dilution de la préculture au 1/100 en LB, chloramphénicol 25 µg/mL, ampicilline 

100 µg/mL. Incubation à 37°C sous agitation jusqu’à une DO600 de 0.4-0.6 

� Induction des enzymes Erv1 et DsbC à l’arabinose 0.5% pendant 30min à 30°C sous 

agitation 

� Induction du scFv à l’IPTG 1mM pendant 20h à 20°C à 230-250 rpm.  

� Centrifugation 10 min à 4000rpm 

� Congélation des culots 
� Lyse : voir le protocole A.1.b 

C. Purification des fragments d’anticorps 

1. Purification sur protéine A 

Le surnageant de culture de HEK 293T est dilué au demi avec du phosphate de sodium (NaP) 

40 mM pH 8 puis filtré sur 0.45µm. Une colonne HiTrap Protein A HP 1 mL (GE Healthcare) 

est équilibrée par 10 mL de NaP 20mM pH 7. Le surnageant dilué est placé sous agitation. Il 

est passé sur cette colonne à la pompe péristaltique à un débit de 1mL/min à 4°C pendant une 

durée permettant le passage d’au moins 2 fois le volume de ce surnageant dilué. La colonne 

est ensuite lavée par 10 mL de NaP 20 mM pH 7. La DO280, qui doit être nulle, est contrôlée 

au NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). La fragment Fc est élué par fractions de 500 µL avec 

une solution de glycine 0.1 M pH 2.7 dans des tubes contenant au prélable 50 µL de Tris 1M 

pH 9 pour neutraliser l’acidité. Les DO280 sont mesurées au NanoDrop 2000 en faisant le blanc 

avec une mélange de 50 µL de Tris et 500 µL de glycine. Les fractions de concentrations 

suffisantes sont alors mises en tampon PBS suivant le protocole C.3. Les concentrations sont 

calculées à partir des DO280 en utilisant la loi de Beer-Lambert et des coefficients d’extinctions 

molaires déterminés in silico par analyse des séquences protéiques. 
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2. Purification sur colonne de nickel 

Le lysat bactérien est dilué par deux avec du TBS 2x pH 7.5 (Tris 100mM, NaCl 300mM) puis 

filtré sur 0.45µm. 10mM de MgSO4 sont ajoutés pour être chélaté par l'EDTA qui pourrait 

décrocher les cations divalents de la résine lors de la purification, ainsi que 10 mM d’imidazole 

pour que la fixation sur le nickel soit plus spécifique. Une colonne His Trap HP 1 mL (GE 

Healthcare) est équilibrée par 10 mL de TBS 1x imidazole 10 mM pH 7.5. Le lysat est injecté 

sur la colonne à la pompe péristaltique à 4°C à 1 mL/min sous agitation pendant une durée 

permettant le passage d’au moins 2 fois le volume de ce surnageant dilué. La colonne est 

alors lavée par 10-15 mL de TBS 1x imidazole 20 mM pH 7.5. La DO280, qui doit être nulle, est 

contrôlée au NanoDrop 2000 en faisant le blanc avec le tampon de lavage car l’imidazole est 

susceptible d’absorber à 280 nm. Les fragments sont alors élués en fractions de 1 mL par du 

TBS 1x imidazole 200 mM pH 7.5. Les fractions sont dosées au NanoDrop 2000 et mélangées 

de telle sorte que le mélange ait une concentration de 2 à 2.5 mg/mL.  

Dans le cas des scFv cytoplasmiques, une oxydation par 20 équivalents molaires de sulfate 

de cuivre est réalisée pendant 16h à TA. Ils sont alors conservés à 4°C. 

3. Dessalage/changement de tampon  

Cette méthode est utilisée soit pour changer de tampon, par exemple après une purification, 

soit pour éliminer les réactifs en excès après les réactions chimiques ou enzymatiques. 

Les colonnes ou Zeba™ Spin 7k MWCO (Thermo Scientific) ont servi pour les dessalages par 

centrifugation. Elles ont été utilisées suivant les instructions du fabricant. 

Des colonnes contenant la résine Sephadex™ G-25 ont permis des dessalages par gravité en 

retenant les composés de masse inférieure à 5 kDa. En fonction des volumes à déposer, les 

PD MiniTrap G-25, PD MidiTrap G-25 ou PD-10 desalting columns (GE Healthcare) ont été 

utilisées suivant les instructions du fabricant. 

D. Fonctionnalisation et couplage des fragments scFv et Fc 

1. Fonctionnalisation par le PLP 

Le PLP est dissout à 50 mM extemporanément en PBS pH 6.5. Le pH est ajusté avec de la 

soude 1 M pour rester à un pH d’environ 6.5 après dissolution. Le Fc AKT(H)6Q (initialement 

en PBS pH 7.2) est mélangé au PLP et dilué avec du PBS pH 6.5 pour obtenir une 

concentration finale de 1 mg/mL en Fc et 5mM en PLP. Après 18h à 37°C, le PLP est éliminé 

et le Fc est passé en tampon acétate de potassium 100 mM pH 4.6 sur Zeba Spin. La cétone 
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est détectée par couplage de 30 équivalents molaires d’hydroxylamine Alexa Fluor 488 

(Invitrogen) par Fc (donc 15 eq par cétone potentiellement formée). L’acétate de potassium 

est le tampon dans lequel le meilleur rendement de formation d’oxime a été obtenu dans ce 

contexte (Hudak et al., 2012). Après 20h à température ambiante à l’obscurité, la réaction est 

stoppée par ajout du volume de Tris 1M pH 7.5 approprié pour avoir une concentration finale 

de 160 mM. Les échantillons sont alors déposés sur SDS-PAGE et analysés par fluorescence.  

2. Fonctionnalisation par les bis-sulfones 

Les bis-sulfones ont été synthétisées par le Dr. Nicolas Joubert (GICC Tours, UMR 7292) et 

sont schématisées dans la Figure 69. Elles sont reprises à 100 mM en DMSO. Le Fc est mis 

en réaction avec 8 équivalents molaires de bis-sulfone par Fc (donc 4 eq par tag poly-His) en 

PBS, DMSO 10%, EDTA 10 mM pendant 6h à température ambiante. Le DMSO permet de 

minimiser la précipitation des bis-sulfones. L’EDTA améliore les rendements de réaction, 

probablement par chélation de cation métalliques. L’excès de sulfone est éliminé par 

dessalage sur Zeba Spin. Le Fc est alors couplé au DBCO-PEO4-CR110 ou à l’azide-fluor 488 

puis déposé sur SDS-PAGE. La fluorescence est détectée puis le gel est coloré au bleu de 

Coomassie.  

 

Figure 69 : Structure des bis-sulfones azide et DBCO. 

3. Fonctionnalisation sur la/les cystéine(s) libre(s) 

a. Couplage du maléimide 

i scFv 

Le scFv 4D5 Cys-myc produit dans le cytoplasme d’E. coli est oxydé par 20 équivalents 

molaires de sulfate de cuivre pendant 16h à TA. Le cuivre est éliminé par dessalage sur Zeba 

Spin et le scFv est mis en tampon TBS imidazole 200 mM pH 6.5. Il est ensuite réduit pendant 

1h à 37°C par 20 équivalents molaires de TCEP-HCl (Sigma Aldrich) dont la solution stock est 

à 50 mM en eau et dont le pH a été ajusté à 6.5 par ajout de soude. Le maléimide-PEG4-

DBCO (Figure 70A, Jena Bioscience ou Sigma Aldrich) dissout en DMSO est ajouté pour avoir 
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20 équivalents molaires pendant 1h à TA. Après réaction, le TCEP et l’excès de maléimide 

sont éliminés par dessalage sur Zeba Spin et passage du scFv en TBS imidazole 200 mM pH 

7.5 éventuellement supplémenté par 10 mM d’EDTA pour éviter la réoxydation des ponts 

disulfures par des traces de métaux divalents. 

ii Fc 

Le Fc A(HG)3Q est stabilisé par couplage des lysines et glutamines N-terminales catalysé par 

30 U TG/µmol de Fc pendant une nuit à 37°C. Les ponts interchaines sont réduits par 200 

équivalents molaires de TCEP-HCl par Fc pendant 1h30 à 37°C. Le pH est ajusté à 5-6 par 

ajout de soude au moment de l’ajout du TCEP. Après cette réduction, 80 équivalents molaires 

de maléimide-PEG4-DBCO par Fc sont mis en réaction pendant 1h à TA, soit 20 équivalents 

par cystéine libre. L’excès de maléimide ainsi que le TCEP sont éliminés par dessalage sur 

Zeba Spin 7k MWCO équilibrée en PBS. 

b. Couplage de l’APN 

Le scFv 4D5 Cys-myc produit dans le cytoplasme d’E. coli est oxydé par 20 équivalents 

molaires de sulfate de cuivre pendant 16h à TA. Le cuivre est éliminé par dessalage sur Zeba 

Spin et le scFv est passé en TBS imidazole 200 mM EDTA 10 mM pH 7.5. Il est ensuite réduit 

pendant 1h à 37°C par 20 équivalents molaires de TCEP HCl (Sigma Aldrich) dont la solution 

stock est à 50 mM en eau et dont le pH a été ajusté à 7 par ajout de soude. L’APN-BCN (Figure 

70B, Sigma Aldrich) dissout en DMSO est ajouté pour avoir entre 5 et 20 équivalents molaires 

pendant 2 à 22 h à TA. Après réaction, le TCEP et l’excès d’APN sont éliminés par dessalage 

sur Zeba Spin et passage du scFv en TBS imidazole 200 mM pH 7.5.  

 

Figure 70 : Structure des linkers couplés sur des cystéines. A : maléimide-PEG4-DBCO. B : APN-BCN. 

4. Fonctionnalisation par la transglutaminase 

Les composés amine-PEG3-azide et amine-PEG4-DBCO proviennent de Jena Bioscience 

(Jena, Allemagne), la transglutaminase microbienne de Zedira (Darmstadt, Allemagne), et le 

fragment Fc d’IgG humaine utilisé comme témoin sans tag de Merck (référence AG100). 

L’amine-PEG12-azide a été synthétisée par le Dr Sylvain Ursuegui (Université de Strasbourg). 

Les composés sont schématisés dans la Figure 71.  
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Figure 71 : Structures des amines. A : amine-PEG3-azide. B : amine-PEG4-DBCO. C : amine-PEG12-azide. 

Les amines sont en stock dans 50 mM de DMSO et la TG est reprise à 0.1 U/µL par de l’eau 

comme indiquée sur la fiche technique du fabricant. Les scFv ou Fc sont mis en présence de 

10 équivalents molaires d’amine par glutamine réactive (donc 20 équivalents par Fc) et 15 

unités de TG par µmol de fragment et par glutamine réactive (donc 30 U/µmol de Fc) pendant 

une nuit à 37°C. La réaction se fait en PBS pH 7.2-7.4 pour les fragments Fc et en TBS 

imidazole 200 mM pH 7.5 CuSO4 1-1.5 mM pour les fragments scFv. La concentration finale 

en protéines est d’au moins 1 mg/mL. L’excès d’amine est éliminé par dessalage.  

5. Détection des fonctions de chimie click par fluorescence 

Les composés chimiques permettant d’introduire les fonctions azide et DBCO (linkers) sont 

couplés aux fragments d’anticorps comme indiqué dans chaque stratégie. L’excès de linker 

est éliminé par dessalage suivant le protocole C.3. Les composés dérivés par N3 sont mis en 

réaction avec le CR110-PEO4-DBCO (Interchim Fluoprobes) à raison de 15 éq molaires par 

N3 introduit pendant 4h à température ambiante et à l’obscurité. Les composés dérivés par 

DBCO sont traités dans les mêmes conditions par de l’azide-fluor 488 (Sigma Aldrich). Ces 

deux composés sont appelés différemment mais leur fluorophore est le même, il est donc 

possible de comparer leurs intensités de fluorescence (Figure 72). 

 

Figure 72 : Structure des fluorophores. A : DBCO-PEO4-CR110. B : azide fluor 488. 
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Une fois la réaction achevée, les échantillons sont mis en tampon Laemmli réducteur (100 mM 

de DTT final) ou non réducteur pendant 5min à 95°C puis déposés sur SDS-PAGE. Après 

migration, la fluorescence au sein du gel est détectée sur une G:Box (Syngene) en excitant 

les fluorophores par un module Epi Green LED (540nm) et en détectant leur émission avec le 

filtre 565 nm qui couvre une gamme de longueurs d’onde de 556 à 579nm. 

Suite à cette détection, le gel est coloré au bleu de Coomassie. 

6. Quantification des couplages entre scFv et Fc 

Sur SDS-PAGE coloré au bleu de Coomassie, l’intensité des bandes est proportionnelle à la 

masse de protéines déposée. Cette intensité (i) est mesurée par intégration de l’air des pics 

sur ImageJ ou par mesure des volumes bruts des bandes sur Gene Tools. Dans les formules 

suivantes, i correspond à l’intensité des bandes, M à la masse molaire des fragments 

d’anticorps. Grâce aux SDS-PAGE en conditions non réductrices, le rendement de formation 

de (scFv)2-Fc est calculé avec : 

% �scFv	2 − Fc = ������	����	 
������	����	���

∗ 100 avec :  

n��scFv	2 − Fc 	 =  
�������	�����

�������	�����
 et n��scFv	2 − Fc	� ! 	 =  

�������	�����
�������	�����

+ ���������	

���������	
+ ����	

� ���	
 

Le rendement de formation de scFv-Fc est calculé de la même façon. 

Grâce aux SDS-PAGE en conditions réductrices, le rendement global de la réaction de chimie 

click, qui correspond au rendement de formation du scFv-Fcm (Fcm = Fc monomérique), est 

calculé par :  

% scFv − #$� = ������%&'	 
������%&'	 ���

∗ 100 avec : n�scFv − #$�	 =  (������%&'	
)������%&'	

 et 

 n�scFv − #$�	 *+, = 2 ∗ -�#$ ./012-1	 + - �0$#3 − #$�	 = 2 ∗ (��� 45�6+6	

)��� 45�6+6	
+  (������%&'	

)������%&'	
  

E. Tests fonctionnels 

1. Test de stabilité thermique 

Le scFv à 0.1 mg/mL en tampon TBS imidazole 200 mM pH 7.5 est mélangé au Sypro orange 

(Thermo Fisher) 5x dans un volume final de 20 µL puis chauffé de 24 à 95°C à une vitesse de 

0.03°C/s dans un thermocycleur LightCycler 480 (Roche). Les intensités de fluorescence 

obtenues sont soustraites par celles du TBS imidazole 200 mM pH 7.5 seul mélangé au Sypro 
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orange dans les mêmes conditions. Le même protocole est appliqué pour le Fc mais avec du 

tampon PBS. 

2. Détection par western blot 

L’anti-polyhistidine HRP (A7058), l’anti IgG humaine (Fc spécifique) HRP (A0170) et l’anti IgG 

humaine (Fab spécifique) (I5260) proviennent de Sigma Aldrich. L’anti c-myc 9E10 (sc-40), 

l’anti chèvre HRP (sc-2304) et l’anti souris HRP (sc-2314) proviennent de chez Santa Cruz. 

3. Analyse des fragments Fc par spectrométrie de masse 

Les fragments Fc (4µg) sont dénaturés dans du tampon Tris 200 mM pH 8.6 contenant 5 M 

d’urée. Après réduction des ponts disulfures (DTT 10 mM, NH4HCO3 100 mM, 45 min à 55°C) 

et alkylation des cystéines obtenues (iodoacétamide 55 mM, NH4HCO3 100 mM, 30 min à TA 

à l’obscurité), l’échantillon est dilué 4 fois avec le tampon de la protéase Glu-C (sequencing 

grade, Promega). L’enzyme est ajoutée pour obtenir un ratio protéase/substrat de 1/20. La 

digestion a lieu sur une nuit à 37°C. Après ajout de 0.05% d’acide trifluoroacétique, les 

échantillons sont dessalés avec des cônes Omix C18 (Agilent Technologies) puis séchés sous 

vide. Ils sont ensuite dissouts dans 10 µL d’acide formique à 0.1% (FA) et injectés sur le 

système de chromatographie Ekspert NanoLC 400 (Sciex) équipé d’une colonne C18 

(Discovery BIO Wide Pore, 3 µm, 0.5x10 cm, Supelco). Les peptides sont alors séparés par 

un gradient d’acétonitrile. Cette chromatographie est couplée à un spectromètre de masse 

TripleTOF 5600 (Sciex). Les peptides sont identifiés par le logiciel ProteinPilot grâce à la base 

Uniprot/Swissprot supplémentée avec les séquences N-terminales supposées des 2 

fragments Fc d’intérêt tronquées à différentes positions. Seuls les peptides correspondant à 

un score de 99% de probabilité sont présentés. 

4. Cytométrie en flux 

Les anticorps anti-Histidine tag (AbD Serotec, MCA1396F) et anti IgG humaine (spécifique du 

fragment Fc) (Sigma Aldrich, F9512) tous deux couplés au fluorophore FITC ont été utilisés 

pour la détection.  

Les cellules sont cultivées dans le milieu approprié puis déposées à hauteur de 500 000 par 

condition testée. 2 lavages PBS/BSA 1% sont effectués (1 mL par tube). Entre chaque lavage, 

les cellules sont culotées par centrifugation pendant 5 min à 1100 rpm. L’anticorps primaire 

dilué en PBS/BSA 1% pour avoir un volume final de 100 µL est incubé pendant 1h à 4°C à la 

concentration mentionné pour chaque cas. Il est éliminé par 2 lavages PBS/BSA 1%. Entre 

chaque lavage, les cellules sont culotées par centrifugation pendant 5 min à 1100 rpm. 
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L’anticorps secondaire couplé au FITC dilué en PBS/BSA 1% à la concentration indiquée par 

le fabricant pour avoir un volume final de 100 µL est incubé pendant 50 min à 4°C à l’obscurité. 

Il est éliminé par 3 lavages PBS/BSA 1%. Entre chaque lavage, les cellules sont culotées par 

centrifugation pendant 5 min à 1100 rpm. Les cellules sont reprises dans 500 µL de PBS. Le 

tri cellulaire et la détection de la fluorescence sont réalisés sur un cytomètre Gallios™ 

(Beckman-Coulter). 
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RÉSUMÉ 

Les anticorps monoclonaux anti-tumoraux sont produits en cellules eucaryotes. Pour 
des raisons de temps et de cout, peu de candidats sont sélectionnés après des tests in vitro 
pour être produits à large échelle et testés in vivo. Pour tester plus d’anticorps plus rapidement, 
nous souhaitons produire des fragments variables simple chaine (scFv) chez E. coli. et les 
coupler à un fragment constant Fc par chimie click pour reconstituer des mimes 
d’immunoglobulines naturelles. Cette production indépendante des fragments est aussi un 
outil modulaire permettant de combiner rapidement un grand nombre scFv et de Fc différents.  

La chimie click est basée sur une réaction spécifique et de haut rendement entre un 
azide et un cyclooctyne. Les fragments ont donc été fonctionnalisés sur des résidus 
spécifiques (tags) par des composés chimiques pour introduire ces fonctions à leur extrémité. 
La première étape a consisté à introduire des tags en C-terminal du scFv anti-HER2 4D5 et 
en N-terminal du Fc d’IgG1 humaine. Les scFv ont été produits en cytoplasme d’E. coli à 
hauteur d’au moins 100 mg/L puis oxydés in vitro au sulfate de cuivre. Le fragment Fc a été 
produit classiquement en cellules humaines. Cinq réactions chimiques ou enzymatiques ont 
été optimisées et comparées en termes de spécificité et de rendement. La conjugaison d’une 
amine sur un tag glutamine catalysée par la transglutaminase microbienne a donné les 
meilleurs résultats. Le scFv a ainsi été dérivé par l’azadibenzocyclooctyne et le Fc par l’azide 
à hauteur de 60-70%. Lorsqu’ils sont mélangés, ces fragments forment un (scFv)2-Fc et un 
scFv-Fc avec des rendements globals respectifs de 10-20% et 20-30% après optimisation.  

Les mélanges scFv + Fc après réaction de chimie click se fixent de la même façon que 
le (scFv)2-Fc eucaryote au récepteur HER2. Il reste désormais à montrer que leur capacité à 
inhiber la prolifération d’une lignée exprimant ce récepteur est similaire. L’objectif final est 
d’obtenir une inhibition de croissance tumorale similaire sur des xénogreffes.  

Mots-clés : anticorps monoclonaux, criblage, chimie click, transglutaminase 
 

ABSTRACT 
Click chemistry assembly of bacteria-produced antibodies for an in vivo quick 

functionnal screening 
Anti-tumoral monoclonal antibodies are currently produced in eukaryotic cells. For cost 

and time reasons, a limited number of potential candidates are selected after in vitro tests. 
They are produced at large scale and then tested in vivo. To test more antibodies and more 
rapidly, we chose to produce single chain variable fragments (scFv) in bacteria, and to couple 
them to the eukaryotic constant fragment (Fc) thanks to click chemistry to reconstitute 
immunoglobulin-like compounds. For a given cost, this enables to produce and test in vivo a 
larger number of clones. This independent production of fragments is also a flexible tool 
allowing the combination of different Fc isotypes/allotypes with different scFvs.  

Click chemistry is based on a specific and high-yield reaction between and azide and 
a cyclooctyne. Therefore, antibody fragments were functionalised on specific residues (tags) 
by chemical linker so that each part will contain one of these chemical moieties at their 
extremity. The first step consisted in introducing tags into the anti-HER2 scFv 4D5 C-terminus 
and human IgG1 Fc N-termini sequences. The scFvs were produced with yields higher than 
100 mg/L in the E. coli cytoplasm and in vitro oxidized with copper sulfate. The Fc fragment 
was classically produced in human cells. Five chemical or enzymatical reactions were 
optimised and compared in terms of specificity and yield. The coupling between an amine and 
a glutamine tag catalysed by microbial transglutaminase gave the best results. The scFv 
fragment was thus functionalised with an azadibenzocyclooctyne and the Fc fragment with an 
azide at 60-70%. When mixed together, these fragments formed a (scFv)2-Fc and a scFv-Fc 
with global yields respectively of 10-20% and 20-30% after optimisation. 

After the click reaction, the scFv + Fc mix binds to the HER2 receptor on the same way 
as the eukaryotic (scFv)2-Fc in terms of HER2-binding and proliferation inhibition capacity. 
Now, it must be demonstrated that their proliferation inhibition of a HER2-positive cell line is 
similar. The final aim is to get a similar tumour growth inhibition on murine xenografts.  


