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Préambule 
 
L’ensemble des données présentées dans ce manuscrit seront prochainement sujettes à 
publication. 
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Abréviations :  
 

ABC : ATP-binding-cassette 

Ac : anticorps 

ADCC : Antibody Dependent Cell Cytotoxicity 

ADCP : Antibody Dependent Cell Phagocytosis 

ADPRT : ADP ribosyl transférase 

BCR : B cell receptor 

CET : Chromatographie d’exclusion de taille 

ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

ESKAPE : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp 

FcRn : Neonatal Fc receptor 

GAP : GTPase activating protein 

IgG : Immunoglobuline G 

J Region : Joining Region 

LPS : lipopolysaccharides 

MDR : multi-drug resistant 

OMS : Organisation Mondiale de la Santé 

PA : Protective antigen 

PNAG : poly-β-1,6-N-acetylglucosamine 

RND : Resistance-Nodulation-Cell-Division 

Scfv : single chain fragment variable 

spA : Staphylococcal protein A 

SVF : Sérum de Veau Fœtal  

DMEM : Dulbecco's Modified Eagle Medium 

SSTX : Système de sécrétion de type X  

Tat : twin-arginine translocation  

TLR : Toll-like receptor 

Tsp : Two-partner protein 

V Region : Variable Region 

XDR : extensively drug-resistant  
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Introduction 
 

 
Chapitre I : Bactéries pathogènes et Antibiorésistance 
 

 

La résistance aux antibiotiques, menace émergente pour la santé 

publique 

 

L’usage disproportionné des antibiotiques en thérapie et en agronomie durant le XXème 

siècle et le début du XXIème a eu pour effet d’accélérer la résistance bactérienne aux 

antibiotiques et de l’étendre à un nombre croissant de souches pathogènes.  

Il existe plusieurs niveaux de résistance qui sont définis en fonction du nombre de classes 

d’antibiotiques auxquels la souche résiste. Une classe ou famille d’antibiotiques regroupe 

des molécules ayant des structures chimiques et des mécanismes d’actions similaires. Par 

exemple la famille des β-lactamines possède un noyau β-lactame et agit en inhibant la 

synthèse de la paroi bactérienne (TIDWELL, 2008).  Les bactéries classées comme MDR 

(pour « multi drug-resistant ») sont non-susceptibles à au moins un antibiotique parmi 3 

classes ou plus.  

Les bactéries XDR (pour « extensively drug-resistant ») sont résistantes à au moins un agent 

de chacune des classes d’antibiotiques, sauf pour deux classes ou moins. Enfin, les bactéries 

PDR (pour « pan drug-resistant ») résistent à tous les agents de toutes les classes 

d’antibiotiques utilisés cliniquement (MAGIORAKOS et al, 2012).  

En 2019, on a estimé à 4,95 millions le nombre de décès associés à la résistance aux 

antibiotiques, dont 1,27 million directement imputable à la résistance (MURRAY et al, 2022) 

(Figure 1 A). Selon des projections effectuées par l’OMS, ce nombre de décès pourrait 

s’élever à 10 millions par an d’ici à 2050 et occasionner un coût financier de 100 milliards 

de dollars si aucune contre-mesure n’est prise afin d’endiguer cette menace rampante pour 

la santé publique (O'NEILL, 2016) (Figure 1 B).  
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Figure 1 : Nombre de décès associés aux infections de bactéries résistantes aux antibiotiques. 
A) Nombre de décès associés et attribués à la résistance aux antibiotiques par pathogène en 2019 

(MURRAY et al, 2022) B) Projection du nombre de décès dans le monde selon diverses causes d’ici 

à 2050. La résistance aux antibiotiques pourrait causer 10 millions de décès par an en 2050 et serait 
la 1ère cause de mortalité dans le monde (O’Neill et al, 2016) 

A 

B 
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En 2017, un conseil d’expert mandaté par l’OMS a publié un rapport listant des pathogènes 

pour lesquels il est urgent de développer de nouveaux antibiotiques, en particulier avec de 

nouveaux mécanismes d’action (TACCONELLI et al, 2018). La majeure partie des pathogènes 

cités appartient aux germes ESKAPE, un acronyme popularisé par une publication de Louis 

B. Rice datant de 2008 et désignant les bactéries pathogènes les plus résistantes aux 

traitements antibiotiques : Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa et la famille des 

Enterobacter sp (RICE et al, 2008). 

Les problèmes de santé publique posés par la résistance aux antibiotiques des pathogènes 

ESKAPE sont multiples. Ces bactéries entraînent dans la plupart des cas des infections 

nosocomiales, notamment chez les sujets immunodéprimés et ceux hospitalisés dans les 

unités de soins intensifs. La résistance aux antibiotiques augmente la fréquence de ces 

infections, rallonge les durées d’hospitalisation, entraîne une surmortalité. Les 

conséquences économiques sont considérables : le coût annuel occasionné par ces 

infections aux États-Unis s’élève à 55 milliards de dollars, dont 20 milliards de frais 

supplémentaires pour le système de santé et 35 milliards en termes de perte de 

productivité (SMITH et al, 2013). Au sein de l’Union européenne, on estime ce coût à 1,1 

milliard d’euros pour l’année 2020 (WHO REGIONAL OFFICE FOR EUROPE. Antimicrobial 

Resistance Surveillance in Europe 2022–2020 Data).  

 

Malgré l’urgence de la situation, la recherche et développement sur les molécules 

antimicrobiennes représente moins de 5% des investissements dans le domaine 

pharmaceutique (O'NEILL, 2016).  Ce manque d’engouement peut notamment s’expliquer 

par la difficulté et le coût de telles recherches qui rendent peu attractifs les investissements 

dans ce domaine malgré l’urgence de la situation. Ainsi cette recherche connaît un « vide 

de découverte » depuis les années 1980, les antibiotiques en essai clinique aujourd’hui 

étant des dérivés de classes existantes (GOULD et al, 2009) (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, et al. 2021 antibacterial agents in clinical and preclinical development: an 

overview and analysis) (THEURETZBACHER et al, 2020).  
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Devant l’absence de progrès dans la mise au point de nouveaux antibiotiques, la découverte 

de nouvelles stratégies thérapeutiques est une priorité. De nombreuses pistes ont été 

proposées dont les principales sont détaillées ci-dessous.  

 

Principales alternatives aux antibiotiques 

 

De nombreuses approches thérapeutiques alternatives aux antibiotiques ont été proposées 

telles que l’utilisation de bactériophages (SULAKVELIDZE et al, 2001) (Matsuzaki et al, 2005), 

de molécules antibactériennes comme les bactériolysines (FISCHETTI et al, 2008) et les 

peptides antimicrobiens (Bahar et REN, 2013) ou des molécules du système immunitaire 

comme les anticorps (MOTLEY et al, 2019) (WANG et al, 2022). Nous nous concentrerons 

sur les 3 principales approches développées à ce jour : phagothérapie, les peptides 

antimicrobiens et les anticorps.  

 

1.1 Phagothérapie 

 

Les bactériophages sont des virus qui infectent exclusivement les bactéries, avec une 

grande spécificité d’hôte. La spécificité est conditionnée par la nature des récepteurs, des 

molécules exprimées à la surface des bactéries permettant l’adsorption du phage sur la 

paroi (HYMAN et al, 2010). On distingue les monophages, qui ne reconnaissent qu’un type 

de récepteur et les polyphages, qui en reconnaissent plusieurs.  

La découverte des bactériophages date de plus d’un siècle et avait été envisagée comme 

piste thérapeutique contre les infections bactériennes avant d’être abandonnée à la suite 

de la découverte des antibiotiques (SULAKVELIDZE et al, 2001). Cette approche a cependant 

connu un récent regain d’intérêt à la suite de la prise de conscience de la menace suscitée 

par la résistance aux antibiotiques (SUMMERS, 2012).  

On distingue deux types de phages sur la base de leur cycle de vie : les phages lytiques et 

les phages lysogéniques. Les phages lytiques stricts vont infecter et se répliquer dans la 

cellule hôte jusqu’à la lyse de celle-ci par rupture de la membrane plasmique et de la paroi, 

permettant alors la libération de virions.  
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Leur rapidité et efficacité d’action sont préférées aux phages lysogéniques qui s’intègrent 

dans le génome de leur hôte et qui ne rentrent en phase lytique qu’en réponse à un stress. 

En plus d’avoir une action plus tardive, ils ont l’inconvénient de pouvoir également être des 

vecteurs pour des gènes de virulence ou de résistance aux antibiotiques (BOYD et al, 2002) 

(CHEN et al, 2009).  

La phagothérapie comporte plusieurs avantages par rapport à l’antibiothérapie 

conventionnelle. La possibilité de spécificité pour une espèce ou même une souche précise 

de bactéries élimine le risque d’effets secondaires liés à un éventuel ciblage du microbiote 

ou encore des cellules eucaryotes (ABHILASH et al, 2009). La forte capacité de prolifération 

des phages permet leur utilisation à faible dose tout en permettant une forte concentration 

au site de l’infection (DOMINGO-CALAP et al, 2018). De plus, les phages peuvent être utilisés 

sur des sites normalement difficiles à traiter grâce à leur capacité à traverser la barrière 

hémato-encéphalique (WITTEBOLE et al, 2014) ou à pénétrer les biofilms bactériens 

(KUTTER et al, 2010). 

Contrairement aux antibiotiques, ils ont également l’avantage d’avoir un coût de 

production faible ce qui les rend intéressants pour une utilisation à grande échelle 

(ABHILASH et al, 2009) et permettrait également de faire baisser le coût global des 

infections bactériennes. Enfin, la nature virale du phage lui permet de co-évoluer avec son 

hôte ce qui permettrait de contrecarrer le développement de résistance de la bactérie 

(PIRNAY et al, 2018).  

Il existe cependant certaines limites et prérequis à l’utilisation de phages pour traiter les 

infections bactériennes. Tout d’abord, la spécificité des phages peut être un inconvénient, 

il est nécessaire d’identifier précisément la souche bactérienne à l’origine de l’infection 

pour utiliser le phage correspondant dans le traitement. Cela peut s’avérer compliqué en 

pratique dans les hôpitaux où chaque patient devrait recevoir une thérapie personnalisée. 

L’utilisation d’un cocktail de phages pourrait permettre de contourner cette limite (CHAN 

et al, 2013). Malgré la capacité d’adaptation des phages discutée précédemment, des cas 

de résistance chez la bactérie ont été observés (OECHSLIN et al, 2018) compliquant ainsi le 

traitement. Des mécanismes tels que la modification de la composition de la paroi 

bactérienne qui empêche l’adsorption des phages, l’inhibition de l’entrée du matériel 

génétique ou la dégradation des acides nucléiques phagiques, permettent d’expliquer cette 

résistance (LABRIE et al, 2010).  
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Cette approche alternative reste cependant prometteuse pour la lutte contre les bactéries 

multi-résistantes. Les essais cliniques menés jusqu’à présent visant à mesurer l’efficacité de 

phagothérapie dans un grand nombre d’infections bactériennes ont rencontré des succès 

variables (SYBESMA et al, 2018).  

Plusieurs cas cliniques rapportent l’efficacité de cocktails de phage dans le traitement 

d’infection par des bactéries ESKAPE comme A. baumannii (SCHOOLEY et al, 2017) 

(LAVERGNE et al, 2018), S. aureus (FISH et al, 2016) ou encore P. aeruginosa (JENNES et al, 

2017) menant à une forte réduction voire l’élimination complète de la charge bactérienne.  

 

Cependant, les phages étant des virus, ils ne sont pas exempts de réponse immunitaire à 

leur égard (Van BELLEGHEM et al, 2018). La production d’anticorps neutralisants dirigés 

contre les phages peut fortement diminuer leur efficacité en thérapie. Une étude récente 

rapporte qu’un patient traité par phagothérapie contre Mycobacterium abscessus a 

développé une réponse IgA et IgG contre le cocktail de phages utilisé, ce qui a limité 

l’efficacité de la thérapie (DEDRICK et al, 2021).  

Un manque d’information sur l’effet du traitement par les phages sur l’Homme et la 

formulation thérapeutique optimale subsiste cependant. Une optimisation de cette 

approche ainsi que de nouveaux essais pourraient permettre de finalement valider la 

phagothérapie comme stratégie thérapeutique viable pour lutter contre la résistance aux 

antibiotiques (SYBESMA et al, 2018) (Liu et al, 2021). 

 

1.2 Peptides antimicrobiens 

 
Les peptides antimicrobiens (AMP) sont une classe de molécules du système immunitaire 

inné présente dans tous les règnes du vivant (MAHLAPUU et al, 2016). Ce sont des 

oligopeptides contenant jusqu’à 100 acides aminés, généralement chargés positivement 

avec des propriétés amphipathiques (présence d’une région hydrophile et d’une région 

hydrophobe) (HARRIS et al, 2009). Ces peptides possèdent une large variété de fonctions 

dues à leur grande diversité d’organismes d’origine, et à leurs propriétés physico-chimiques 

et structurelles.  
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Dans le cadre des infections bactériennes, les AMP interagissent avec la membrane 

bactérienne chargée négativement, la déstabilise et entraîne la lyse de la bactérie 

(MORETTA et al, 2021). Les AMP ont par ailleurs diverses autres fonctions complémentaires 

liées à la modulation du système immunitaire, à l’angiogenèse ou à la réduction de 

l’inflammation (KOSIKOWSKA et al, 2016).  

Le mode d’action principal des AMP basé sur des interactions électrostatiques engendrant 

des dommages mécaniques, ainsi que leurs autres possibles modes d’action leur confèrent 

une efficacité à large spectre tout en diminuant le risque de résistance, faisant de ces 

molécules des candidats attractifs pour le développement de nouvelles stratégies 

antibactériennes (PFALZGRAFF et al, 2018).   

Leur nature peptidique les rend cependant sensibles aux protéases, aux variations de pH et 

de sels, ce qui peut limiter leur usage en thérapie. Comme les antibiotiques, leur action à 

large spectre pourrait endommager le microbiote. Bien qu’ils n’interagissent pas avec les 

cellules eucaryotes de charge neutre, l’absence de toxicité de ces agents reste à confirmer 

(LAVERTY et al, 2011) (SEO et al, 2012). Enfin, leur coût de production peut s’avérer 

prohibitif pour un usage thérapeutique (SEO et al, 2012). Des essais cliniques en cours visent 

à confirmer l’efficacité des AMP dans le traitement de bactéries réfractaires aux traitements 

antibiotiques. Les principaux problèmes rencontrés lors de ces essais sont similaires à ceux 

cités précédemment : coût de production, faible stabilité et cytotoxicité. Plusieurs solutions 

ont été proposées afin de pallier ces limites, comme l’utilisation de liposomes pour leur 

délivrance, la modification des peptides permettant d’améliorer leur biodisponibilité et leur 

efficacité ainsi que l’optimisation des doses et des modes d’administration (DIJKSTEEL et al, 

2021). Avec l’existence d’un réservoir conséquent d’AMP dans le règne du vivant et la 

possibilité de synthèse de nouvelles molécules, cette stratégie alternative reste attractive 

pour la lutte contre l’antibiorésistance bien que de plus amples travaux restent nécessaires.  

 

1.3 Anticorps  

Les anticorps constituent une classe de molécules très prometteuse dans le traitement 

d’infection causées par des bactéries multi-résistantes. Ils représentent l’approche que 

nous avons choisie de développer pour ce travail de thèse, par le ciblage de facteurs de 

virulence, et seront traités en détail à la suite au chapitre III.  
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Chapitre II : Pseudomonas aeruginosa, un pathogène 
prioritaire pour le développement d’alternatives 
thérapeutiques  

 

 

Taxonomie et description générale 

 

Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) est un bacille à Gram négatif mobile, 

hétérotrophe et aérobie. Cette bactérie est capable d’utiliser plus de 100 molécules 

organiques comme source de carbone et/ou d’énergie (DIGGLE et WHITELEY, 2020) ; sa 

température de croissance optimale est de 37°C, mais elle tolère des températures variant 

de 15°C à 42°C. Cette grande versatilité lui permet de vivre dans de nombreuses niches 

écologiques et de coloniser une large variété d’hôtes (animaux, plantes et humains) 

(COGGAN et al, 2012).  

P.aeruginosa peut utiliser plusieurs systèmes de sécrétion, des nanomachines 

macromoléculaires capable de sécréter de nombreux substrats  remplissant de nombreuses 

fonctions telles que la récupération de nutriments, la colonisation d’hôtes et  la compétition 

inter-bactérienne. Ces systèmes participent grandement à la survie de la bactérie dans son 

environnement (FILLOUX, 2011).  

Le génome de P. aeruginosa est de taille conséquente et varie de 5,5 à 7 Mb (KLOCKGETHER 

et al, 2011). On distingue le génome principal qui est fortement conservé d’une souche à 

l’autre et le génome accessoire qui est d’une grande variabilité entre les souches (Kung et 

al, 2010). Le génome accessoire est inséré dans le génome principal à des loci privilégiés 

appelés régions de plasticité génomique (MATHEE et al, 2008). Le génome accessoire est 

principalement composé d’éléments génétiques mobiles : intégrons, transposons, 

plasmides, phages et prophages. L’acquisition de ces éléments par transfert horizontal est 

un facteur important d’évolution du génome de P. aeruginosa (KUNG et al, 2010). De plus, 

une importante proportion des gènes de P. aeruginosa est consacrée à la régulation 

(STOVER et al, 2000) (Huang et al, 2019) permettant une forte capacitée d’adaptation.  
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Une étude récente basée sur la comparaison de 1311 génomes a permis de distinguer 5 

groupes distincts d’isolats de P. aeruginosa. Parmi ceux-ci, trois groupes étaient déjà 

connus, disposant chacun d’une souche de référence, et deux groupes ont été 

nouvellement identifiés (FRESCHI et al, 2019) (Figure 2).  

Le génome de PAO1, souche de référence du groupe 1, fut le premier à être entièrement 

séquencé (STOVER et al, 2000). La souche de référence du groupe 2, PA14, partage une 

forte homologie de son génome principal avec PAO1 (LEE et al, 2006). Cet isolat se 

démarque cependant par sa forte cytotoxicité due à la présence d’un effecteur particulier 

du système de sécrétion de type III (SSTIII) (le SSTIII est considéré comme une composante 

majeure de la virulence de P. aeruginosa et sera décrit en détail au chapitre III). Cet 

effecteur ExoU caractéristique du groupe 2 est une phospholipase hautement toxique pour 

les cellules de mammifères (OZER et al, 2019).  

Le groupe 3 possède une divergence significative avec les groupes 1 et 2 (FRESCHI et al, 

2019). La souche de référence de ce groupe nommée PA7 a initialement été isolée en 

Argentine et possède un spectre étendu de résistance aux antibiotiques (Roy et al, 2010). 

Aucun phénotype de virulence n’a été décrit pour PA7, qui ne possède pas de SSTIII 

(COBURN et al, 2007) (HAUSER et al, 2009) (ROY et al, 2010). Cependant, CLJ1, un isolat 

proche de PA7, a été décrit pour avoir causé une pneumonie hémorragique chez un patient 

en soins intensifs (ELSEN et al, 2014). La forte pathogénicité de cette souche résulte de la 

sécrétion de l’exolysine A (ExlA), une protéine de la famille hémagglutinine/hémolysine qui 

forme des pores dans le cytoplasme des cellules de mammifères (BASSO et al, 2017) 

(REBOUD et al, 2017) (BERTRAND et al 2020) 

Enfin, les groupes 4 et 5 se situent entre les groupes 1-2 et 3 en termes d’homologie de 

génome principal et ne possèdent pas de souches de référence à l’heure actuelle (FRESCHI 

et al, 2019).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 2 : Arbre phylogénétique des groupes de P. aeruginosa basé sur l’analyse de 

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) du génome de 1311 isolats. Les différents 
groupes sous coloriés en gris. (FRESCHI et al, 2019).  
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Contexte et prévalence clinique des infections à Pseudomonas 

aeruginosa 

 

La versatilité de P. aeruginosa permet à cette bactérie d’infecter une grande variété de 

tissus (LYCZAK et al, 2000) expliquant sa prévalence dans les infections nosocomiales en 

tant que pathogène opportuniste, infectant notamment les patients atteints de 

mucoviscidose (DE BENTZMAN and PLESIAT, 2011), les patients en soins intensifs (ORTEGA 

et al, 2004), les patients immunodéprimés (CARRATALA et al, 1998) ou encore les grands 

brûlés (CHURCH et al, 2006). Dans les unités de soins intensifs, P. aeruginosa est 

responsable de la majorité des cas de pneumopathie acquise sous ventilation mécanique 

(RAMIREZ-ESTRADA et al, 2016). Ce pathogène est également une cause importante 

d’infection du tractus urinaire (LAMAS FERREIRO et al, 2017), de bactériémie (MICEK et al, 

2005) ainsi que d’infections de plaies (SERRA et al, 2015).  

Deux études menées entre 2011 et 2014 dans des hôpitaux aux Etats-Unis rapportent que 

P.aeruginosa était associée à 7% des infections nosocomiales en plus d’être la seconde 

cause de pneumopathie (MAGILL et al, 2014) (WEINER et al, 2016). La bactérie est 

également directement et indirectement responsable d’environ 300 000 décès dus à la 

résistance aux antibiotiques à travers le monde en 2019, soit près de 10% des décès liés à 

l’antibiorésistance pour cette année (MURRAY et al, 2022).  

P. aeruginosa est également un facteur majeur de morbidité et de mortalité chez les 

patients atteints de mucoviscidose (FOTHERGILL et al, 2012). La bactérie colonise les 

patients dès l’enfance et s’établit rapidement de façon chronique. La prévalence de la 

bactérie augmente avec l’âge pour atteindre environ 50% à l’âge adulte (Registre français 

de la mucoviscidose, 2022) (Cystic Fibrosis Canada, 2022). La progression de l’infection va 

causer une perte progressive des fonctions pulmonaires menant au décès du patient 

(DAVIES et al, 2006). Les traitements actuels ne sont malheureusement pas en mesure 

d’empêcher l’établissement d’infections chroniques chez ces patients.  
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Mécanismes de résistance aux antibiotiques et limite des 

stratégies thérapeutiques disponibles contre P. aeruginosa 

 
La prévalence et les conséquences cliniques des infections à P. aeruginosa ont été l’objet 

d’une inquiétude croissante ces dernières années. Cette bactérie fait partie des pathogènes 

prioritaires désignés par l’OMS pour lesquels de nouveaux antibiotiques sont nécessaires 

(TACCONELLI et al, 2018).  

Ainsi, l’arsenal d’antibiotiques efficaces dans la lutte contre P. aeruginosa s’épuise peu à 

peu face à l’émergence grandissante de souches multi-résistantes (NATHWANI et al, 2014) 

(OLIVER et al, 2015) (HORCAJADA et al, 2019). Ce phénomène est associé à une 

augmentation des délais de soins, une complication des traitements et une hausse de la 

mortalité chez les patients.  

 

1.1 Mécanismes intrinsèques 

 

P. aeruginosa est intrinsèquement résistant à certains antibiotiques en raison de propriétés 

acquises au cours de son évolution pour lutter contre les molécules antibactériennes 

rencontrées dans l’environnement.  

La réduction de la perméabilité cellulaire est un des facteurs majeurs de la résistance 

intrinsèque, notamment aux céphalosporines et aux carbapénèmes. Afin d’atteindre leur 

cible, ces molécules diffusent vers le périplasme via des canaux formés par les porines.  

La porine OprD est une protéine membranaire impliquée dans l’acquisition de petits 

peptides et d’acides aminés basiques, mais elle permet également le passage de ces 

antibiotiques à cause de sa faible spécificité (LI et al, 2012). Une faible expression de cette 

porine est fréquemment observée dans les souches résistantes aux céphalosporines et aux 

carbapénèmes (AMIN et al, 2005) (BAUMGART et al, 2010) (TRIAS and NIKAIDO, 1990).  

De plus, P. aeruginosa exprime plusieurs types de pompes à efflux appartenant à la famille 

RND (Resistance-Nodulation-Cell Division). Ces assemblages protéiques tripartites 

s’étendent du cytoplasme à la membrane externe, ils ont pour fonction d’évacuer de 

potentielles substances antimicrobiennes vers le milieu extracellulaire (NIKAIDO et al, 

2009).  
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On dénombre 4 assemblages de la famille RND ayant un rôle dans la résistance de 

P.aeruginosa aux antibiotiques: MexAB/OprM, MexXY/OprM, MexCD/OprJ et 

MexEF/OprN.  

En effet, ces pompes sont capables de prendre en charge une grande variété d’antibiotiques 

incluant la plupart des β-lactamines dont certains carbapénèmes, des fluoroquinolones et 

des aminoglycosides (FERNÁNDEZ et al, 2012) (DREIER and RUGGERONE, 2015).  

Enfin la production de la β-lactamase inductible nommée AmpC est également un 

important mécanisme de résistance. Cette enzyme, produite en réponse au traitement par 

certains β-lactamines, est capable d’inactiver la plupart des céphalosporines et des 

pénicillines par hydrolyse, conférant à la bactérie un niveau de résistance basal pour ces 

antibiotiques (BHATTACHARJEE et al, 2008) (CHEN et al, 1995).  

 

1.2 Mécanismes acquis 

 

Les traitements antibiotiques exercent une forte pression de sélection sur les bactéries, 

provoquant l’acquisition de nouveaux mécanismes de résistance majoritairement par 

mutations dans le génome et par transfert horizontal de matériel génétique exogène 

(DAVIES et al, 2010). Les mutations qui ont un impact sur la résistance sont principalement 

localisées dans les gènes codant pour les cibles d’antibiotiques, les gènes impliqués de façon 

directe dans les mécanismes intrinsèques de résistance ou dans la régulation de ces 

derniers. Ainsi, des mutations qui engendrent l’inactivation d’OprD ont été observées dans 

des isolats cliniques résistants aux carbapénèmes (Fang et al, 2014) (LEE, et al, 2012) 

(GUTIÉRREZ et al, 2007). La réduction de l’expression ou l’absence d’OprD ont été décrites 

comme les principaux mécanismes de résistance aux carbapénèmes chez les souches 

déficientes en carbapénèmases (RODRÍGUEZ-MARTÍNEZ et al, 2009). L’inactivation de 

répresseur des gènes codant pour les pompes à efflux joue également un rôle important 

dans la résistance en induisant une surexpression des pompes (LISTER et al, 2009).  

Il a été montré que des mutations « perte de fonction » dans les gènes de régulation mexR, 

nalD, nalB, and nalC impliqués dans la répression de MexAB/OprM étaient corrélées avec 

une résistance accrue aux carbapénèmes (QUALE et al, 2006).  
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De même, des mutations dans les gènes codants pour AmpR et AmpD, deux répresseurs de 

AmpC, mènent à sa surexpression constitutive (JUAN et al, 2005) (KONG et al, 2005) 

(LANGAEE et al, 2000). La conséquence de cette surproduction d’AmpC élargit le spectre de 

résistance aux β-lactamines dans les isolats cliniques (SCHMIDTKE et al, 2008) (BERRAZEG 

et al, 2015). 

Les résistances aux fluoroquinolones sont quant à elles médiées par l’apparition de 

mutations dans les gènes codant pour les ADN gyrases (GyrA et GyB) et de la topoisomérase 

IV (ParC, ParE) (LEE et al, 2005). Ces mutations concernent des domaines de ces protéines 

ciblées par les fluoroquinolones, procurant alors à la bactérie une forte résistance pour ces 

antibiotiques (BRUCHMANN et al, 2013).  

Pseudomonas aeruginosa a également acquis des gènes dont l’expression a un impact 

significatif sur la résistance à certains antibiotiques via le transfert horizontal. De nombreux 

gènes issus de transfert horizontal (généralement via des plasmides) et codant pour des β-

Lactamases à large spectre et des carbapénèmases ont été décrits chez P. aeruginosa 

(POOLE, 2011). Le transfert horizontal de ces gènes peut même être accompagné de gènes 

de résistances aux aminoglycosides (DIENE et ROLAIN, 2014). La prévalence croissante de 

résistance acquise par transfert horizontal varie de 1 à 50% selon les hôpitaux et les zones 

géographiques, et fait l’objet d’une inquiétude grandissante dans le milieu médical (PATEL 

et al, 2011). De plus, la combinaison des différents mécanismes intrinsèques et acquis a un 

effet synergique sur l’efficacité et la variété des résistances de P. aeruginosa. Par exemple, 

la surexpression d’AmpC couplée à l’inactivation d’OprD confère une résistance à tout 

antibiotique du type β-lactamines (MOYÁ et al, 2012). 

 L’émergence de clones à haut risque caractérisés par un profil de résistance multiple est la 

conséquence de l’acquisition de mécanismes de résistance par transferts horizontaux.  

Ces clones sont actuellement considérés comme la plus grande menace à la santé publique 

parmi les souches de P. aeruginosa en raison de l’extrême difficulté à mettre en œuvre des 

traitements efficaces (DEL BARRIO-TOFIÑO et al, 2020) (OLIVER et al, 2015) (MATASEJE et 

al, 2016). L’utilisation de la colistine par exemple comme traitement de dernier recours est 

généralement nécessaire pour endiguer ces infections (FALAGAS et al, 2005). Ces 

antibiotiques sont sciemment peu utilisés à cause de leur toxicité pour le patient ou afin 

d’éviter le développement de résistance.  
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Malgré cela, le développement de résistance à la colistine par mutation génomique et par 

transfert de plasmides a déjà été documenté chez P. aeruginosa (GUTU et al, 2013) (LIU et 

al, 2016). La situation actuelle semble tendre vers l’apparition plus fréquente de souches 

pan-résistantes, insensibles à toutes les classes d’antibiotiques connues, cependant 

rarement décrites jusqu’à aujourd’hui (WANG et al, 2006).  

 

Facteurs de virulence de P.aeruginosa  

 

Les facteurs de virulence regroupent l’ensemble des molécules produites par un pathogène 

causant des dommages à l’hôte et menant à l’apparition de maladies. Chez les bactéries, 

ces facteurs sont impliqués dans l’adhérence, l’invasion, la suppression de l’échappement 

au système immunitaire et la déplétion en nutriments de l’hôte, et peuvent causer des 

dommages aux tissus (PETERSON, 1996) (LIAO et al, 2022) ((MOISSENET et KHEDHER, 2011) 

(Figure 3). Ce chapitre se concentrera particulièrement sur les facteurs de virulence de 

P.aeruginosa. Le développement d’approches thérapeutiques alternatives contre les 

facteurs de virulence bactériens pourrait permettre de neutraliser des mécanismes clés de 

pathogenèse des bactériens tout en n’ayant pas d’effet direct sur la viabilité des bactéries, 

réduisant ainsi le risque de développement de résistance à ces approches (CEGELSKI et al, 

2008) (LIAO et al, 2022).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3 : Schéma récapitulatif des différents facteurs de virulence de P.aeruginosa. 

 Inspiré de LIAO et al, 2022. Crée avec BioRender 
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1.3 Pili de type IV et flagelle 

 

Les pili de type IV sont des fibres localisées sur la surface de la bactérie et composées de 

répétition de la protéine PilA insérée dans un corps basal s’étendant à travers les deux 

membranes (BURROWS, 2012) (CHIANG et al, 2005). Ces structures sont capables de 

s’étendre pour adhérer à des surfaces ou à des cellules mammifères puis de se rétracter ce 

qui permet la mobilité de la bactérie (MAIER et al, 2015) (TALÀ et al, 2019). Ces mouvements 

sont alimentés par deux ATPases chez P.aeruginosa nommées PilB et PilT respectivement, 

responsables de l’extension et de la rétractation (CRAIG et al, 2019). Les pili de type IV sont 

également impliqués dans l’adhésion aux tissus de l’hôte et la cytotoxicité (COMOLLI et al, 

1999), dans la régulation des facteurs de virulence (PERSAT et al, 2015) ainsi que dans la 

formation de biofilm (voir ci-dessous) (O'TOOLE et al, 1998) (BARKEN et al, 2008).  

P.aeruginosa possède un flagelle unique polaire composé de trois sous-unités : un corps 

basal inséré dans la membrane externe, un filament protéique composé de polymères de 

la protéine FliC et connectée au corps basal par une structure en crochet (DASGUPTA et al, 

2004) (MACNAB et al, 2003).  

Le mouvement rotatif exercé par le crochet permet la motilité par nage (DASGUPTA et al, 

2004). Le flagelle est également impliqué dans l’adhésion aux mucines, des protéines 

sécrétées par les cellules épithéliales de l’hôte et présentes dans le mucus (ARORA et al, 

1998) et dans la formation de biofilm (O'TOOLE et al, 1998) (OZER et al, 2021). 

L’absence ou la déficience du flagelle réduit la pathogénicité de P.aeruginosa dans des 

modèles animaux soulignant son importance comme facteur de virulence (FELDMAN et al, 

1998) (BALLOY et al, 2007) (ARORA et al, 2005). Le flagelle est reconnu par le récepteur toll-

like 5 (TLR5) ce qui induit une forte réaction inflammatoire chez l’hôte (ADAMO et al, 2005) 

(CAMPODÓNICO et al, 2010) (FEUILLET et al, 2006). Ces propriétés immunogènes ont 

motivé son inclusion dans des cocktails vaccinaux avec le polysaccharide alginate (FAEZI et 

al, 2017) ou les protéines de membrane externe OprF et OprI (Hassan et al, 2018) capables 

d’induire une immunité protectrice chez la souris.  
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1.4  Lipopolysaccharides  

 

Les lipopolysaccharides (LPS) constituent une composante structurale majeure de la 

membrane externe de la plupart des bactéries à Gram négatif (SUTCLIFFE, 2010). Les LPS 

sont composés de 3 régions distinctes : le lipide A dont la structure est généralement 

conservée et qui s’insère dans la membrane externe, un oligosaccharide « noyau » reliant 

le lipide A avec l’antigène-O, un oligosaccharide ayant une forte variabilité inter et 

intraspécifique de longueur et de structure (WHITFIELD et TRENT, 2014) (PIER, 2007). Les 

LPS sont notamment impliqués dans l’évasion immunitaire de P.aeruginosa. L’antigène-O 

peut en effet conférer une résistance à la voie du complément en bloquant l’accès à la 

membrane externe par encombrement stérique (RAUTEMAA et MERI, 1999). La résistance 

à une ou plusieurs voies du complément peut varier en fonction de la bactérie, de la 

longueur de l’antigène-O et la structure des LPS (GROSSMAN et LEIVE, 1984) (BURNS et 

HULL, 1998) (HONG et PAYNE, 1997) (MURRAY et al, 2003) (BRAVO et al, 2008).  

Chez P.aeruginosa, la résistance au complément semble être associée à la longueur de 

l’antigène-O (KINTZ et al, 2008) (IVANOV et al, 2011) (OHNO et al, 1995). L’implication de 

l’antigène-O dans la résistance à l’opsonophagocytose a également été montrée dans de 

nombreux pathogènes dont P.aeruginosa (ENGELS et al, 1985) (MARCH et al, 2013) 

(SALDÍAS et al, 2009) (DUERR et al, 2009) (BURNS et al, 1999) (WILLIAMS et al, 1986). La 

reconnaissance du lipide A des LPS par le complexe formé par les récepteurs Toll-like 4 

induit fortement la réponse immunitaire innée (TLR4) (MILLER et al, 2005) (KAWAI et AKIRA, 

2010). L’immunogénicité et l’accessibilité des LPS à la surface de la bactérie ont soulevé un 

intérêt certain pour le développement de vaccins (ZHU et al, 2021).   

 

1.5 Exopolysaccharides 

 

P.aeruginosa est capable de synthétiser et sécréter des exopolysaccharides qui forment une 

matrice extracellulaire permettant à la bactérie de résister à des conditions défavorables 

(dessication, présence d’agents oxydants, réponse immunitaire) (FRANKLIN et al, 2011).  
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On distingue au moins 3 exopolysaccharides chez P.aeruginosa : PsI et PeI généralement 

sécrétés par des souches environnementales (JACKSON et al, 2004)  et des souches 

cliniques, et les alginates sécrétés par des souches infectant des patients atteints de 

mucoviscidose (MAY et al, 1991) (FRIEDMAN et KOLTER, 2004). Les exopolysaccharides sont 

une composante majeure des biofilms de P.aeruginosa (NIVENS et al, 2001) (GHAFOOR et 

al, 2011) et sont également impliqués dans des mécanismes d’évasion du système 

immunitaire (SONG et al, 2003) (JONES et WOZNIAK, 2017) (DONLAN, 2002).  

 

1.6  Biofilm  

 
Le biofilm se définit par une agrégation communautaire de bactéries enveloppées dans une 

matrice extracellulaire composée d’exopolysaccharides, de protéines et d’ADN (PAMP et al, 

2009). La formation du biofilm chez P.aeruginosa est complexe et multi-régulée (revue par 

THI et al, 2020). Les bactéries au sein du biofilm sont moins susceptibles aux conditions 

défavorables de l’environnement telles que les changements de température, les agents 

antimicrobiens ou la déplétion en nutriments (ROLLET et al, 2009) (O’TOOLE et al, 2015) 

(DONLAN, 2002). La formation de biofilm joue donc un rôle important dans la persistance 

des bactéries sur les surfaces non-organiques ou dans le cadre d’infections chroniques 

comme c’est notamment le cas pour les infections à P.aeruginosa chez les patients atteints 

de mucoviscidose (COSTERTON et STEWART, 1999) (Lewis, 2001).  

 

1.7 Quorum sensing  

 

Le quorum sensing est un réseau de signalisation inter-bactériens impliquant la production, 

la reconnaissance et la réponse à des molécules appelées auto-inducteurs (RUTHERFORD 

et al, 2012). La signalisation des auto-inducteurs est dépendante de la densité cellulaire. La 

production et la concentration locale d’auto-inducteurs se doivent d’atteindre un seuil 

suffisant pour leur détection par des récepteurs dédiés et la réponse associée à celle-ci 

(KAPLAN et al, 1985) (NG et al, 2009) (WILLIAMS et CAMARA, 2009).  
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Ce mécanisme permet au quorum sensing de coordonner de nombreux mécanismes au 

niveau d’une population : production de facteurs de virulence et de métabolites 

secondaires, compétence, bioluminescence, formation et maturation de biofilm 

(MUKHERJEE et al, 2019) ((MILLER et BASSLER, 2001) (SCHUSTER et al, 2003) (WAGNER et 

al, 2004). Quatre voies de quorum sensing sont présentes chez P.aeruginosa : Las, Rhl, IQS 

et PQS, elles ne seront pas détaillées dans ce manuscrit (revu par DICKEY et al, 2017). 

 

1.8 Sidérophores  

 

P.aeruginosa sécrète des protéines capables de chélater le fer appelées sidérophores, dont 

les principales sont  la pyoverdine et la pyochéline (CORNELIS et al, 2010). Dans un contexte 

d’infection, la séquestration du fer, disponible en très faible quantité, est un mécanisme clé 

de défense contre les pathogènes (HOOD et al, 2012).  

Ces sidérophores sont capables de chélater le fer provenant à la fois de source inorganique, 

mais également de protéines chélatrices de l’hôtes comme la lactoferrine et la transferrine 

(MEYER et al, 1996) (DÖRING et al, 1988). Des liens ont été établis entre la sécrétion de ces 

sidérophores, la virulence et la formation de biofilm chez P.aeruginosa  (COX, 1982) (BANIN 

et al, 2005). La production de sidérophores est, en effet, nécessaire à la virulence et est 

impliquée dans la régulation d’autres facteurs de virulence comme les sidérophores eux-

mêmes (pyoverdine), l’endoprotéase PrpL et l’exotoxine A (LAMONT et al, 2002) (BEARE et 

al, 2003).  

 

1.9 Pyocyanine 

 

La pyocyanine est un métabolite bleu ayant une activité redox capable de pénétrer dans les 

cellules de l’hôte (LAU et al, 2004). A l’intérieur des cellules, la pyocyanine induit un 

important stress oxydatif (HALL et al, 2016), perturbe de nombreux mécanismes cellulaires 

tels que le transport d’électrons (RADA et LETO, 2013) ou l’homéostasie du calcium 

(DENNING et 1998) et cause des dommages puis la mort des cellules cibles (BRITIGAN et al, 

1992) (LI et al, 2019) (MULLER, 2006).  
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1.10 Systèmes de sécrétion de P.aeruginosa 

 

Les systèmes de sécrétion sont des nanomachines macromoléculaires chargées de sécréter 

des protéines, appelées effecteurs, du cytoplasme de la bactérie vers le milieu 

extracellulaire ou directement dans le cytoplasme d’une cellule cible. Ces effecteurs sont 

dotés d’une large variété de fonctions : récupération de nutriments, adhésion, intoxication 

de cellules de mammifères, compétition inter-bactérienne (GREEN et MECSAS, 2016) 

(FILLOUX, 2011). On distingue deux types de mécanisme de sécrétion chez les bactéries à 

Gram négatif : la sécrétion en une étape où le substrat est directement pris en charge dans 

le cytoplasme bactérien et envoyé au travers de la machinerie du système de sécrétion pour 

se retrouver à l’extérieur de la cellule et la sécrétion en deux étapes où le substrat est 

d’abord transloqué dans le périplasme de façon indépendante du système de sécrétion puis 

pris en charge par celui-ci pour sa sécrétion (REGO et al, 2010).  

Les systèmes SEC et Tat (Twin-arginine translocation) assurent cette première étape de 

translocation permettant aux substrats de passer à travers la membrane interne à l’état 

déplié pour le premier, et à l’état replié pour le second (KOROTKOV et al, 2012) (PAPANIKOU 

et al, 2007).  

 Les systèmes de sécrétions de type I, II, III, V et VI sont présents chez P.aeruginosa 

(FILLOUX, 2011). Chacun de ces systèmes fera l’objet d’une brève description à l’exception 

du système de sécrétion de type III qui sera traité plus en détails ultérieurement.  

 

 

1.10.1 Systèmes de sécrétion en une étape 

 

(a) Système de sécrétion de type I 

 

Le système de sécrétion de type I est composé d’un transporteur ABC (ATP-binding-

cassette) qui fournit l’énergie nécessaire au transport, d’une protéine localisée au niveau 

de la membrane externe par laquelle passe le substrat ainsi que d’une protéine adaptatrice 

reliant ces dernières (DELEPELAIRE, 2004) (HOLLAND, 2005).  
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P.aeruginosa possède deux systèmes de sécrétion de type I : le système Apr et le système 

Has (BLEVES et al, 2010).  

Le système Apr est composé du transporteur ABC AprD, de AprE et d’une protéine de la 

membrane externe appelée protéine AprF et est impliqué dans la sécrétion de AprA, une 

protéase alcaline impliquée dans l’évasion immunitaire, le blocage de la voie classique du 

complément et la voie des lectines ainsi que la production de pyocianine (GUZZO et al, 

1991) (LAARMAN et al, 2012) (IIYAMA et al, 2017) (CASILAG et al, 2016). Ce système sécrète 

également le substrat AprX de fonction encore inconnue (DUONG et al, 2001).  

Le système Has est composé des protéines HasD (transporteur), HasE (adaptateur) et HasF 

(protéine de membrane externe.) Ce système prend en charge la sécrétion de l’hémophore 

HasAp impliqué dans la récupération du fer via la capture et l’internalisation du groupement 

hème de l’hémoglobine (LÉTOFFÉ et al, 1998) (WANDERSMAN et DELEPELAIRE, 2004).  

 

(b) Système de sécrétion de type III  

 

Le système de sécrétion de type III forme une aiguille permettant la translocation des 

substrats du cytoplasme de la bactérie vers le cytoplasme de la cellule cible.  

 

Étant le facteur de virulence que nous avons ciblé pour une approche thérapeutique basée 

sur les anticorps monoclonaux, il sera détaillé ultérieurement dans ce chapitre.  

 

 

(c) Systèmes de sécrétion de type VI  

 

Le système de sécrétion de type VI propulse une aiguille contractile qui perfore la 

membrane de la cellule cible et assure l’injection des substrats directement dans le 

cytoplasme (le mécanisme et l’assemblage de ce système ont été revus en détail par 

CIANFANELLI et al, 2016). Initialement considéré comme un mécanisme impliqué dans la 

compétition inter-bactérienne, ce système joue également un rôle dans la formation de 

biofilm, le transport des ions et l’intoxication des cellules eucaryotes (MONJARÁS FERIA et 

VALVANO, 2020).  
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P.aeruginosa exprime 3 SSTVI : H1, H2 et H3-SSTVI. Le SSTVI H1 cible exclusivement les 

bactéries alors que les systèmes H2 et H3 ciblent également les cellules eucaryotes (Russell 

et al, 2011). Les protéines PldA et PldB, respectivement sécrétées par le système H2 et les 

systèmes H2 et H3, sont des phospholipases impliquées dans l’internalisation de 

P.aeruginosa par les cellules de l’hôte via l’activation de la voie PI3K/Akt (BLEVES et al, 2014) 

(JIANG et al, 2014) (SANA et al, 2012). VgrG2b est un autre effecteur du T6SS H2 de 

P.aeruginosa également impliqué dans l’invasion cellulaire via son interaction avec le 

complexe α/β tubuline et γ-tubuline, qui provoque un réarrangement du cytosquelette 

d’actine et une internalisation de la bactérie (SANA et al, 2015) (WOOD et al, 2019).  

 

1.10.2  Systèmes de sécrétion en deux étapes 

 

(d) Systèmes de sécrétion de type II  

 

Le système de sécrétion de type II est composé de quatre sous-unités : un pore localisé au 

niveau de la membrane externe formé de l’oligomérisation d’une protéine de la famille des 

sécrétines, un complexe au niveau de la membrane interne, une ATPase cytoplasmique 

procurant l’énergie nécessaire à la sécrétion et un pseudopilus formé par 5 pseudopilines 

différentes (KOROTKOV et al, 2012).  

Le mécanisme exact de sécrétion n’a pas encore été pleinement élucidé, mais il impliquerait 

la translocation préalable du substrat par les voies SEC ou Tat (VOULHOUX et al, 2001) suivi 

de sa reconnaissance par la plateforme de la membrane interne du système qui activerait 

la polymérisation du pseudopilus agissant comme un piston poussant le substrat à travers 

le pore formé par la sécrétine (HOBBS et al, 1993) (SHEVCHIK et al, 1997) (REICHOW et al, 

2011).  

On distingue deux systèmes de sécrétion de type II (SSTII) chez P.aeruginosa : le système 

Xcp et le système Hxc. Le système Xcp sécrète une grande variété de substrats impliqués 

dans la virulence tels que des protéases, des lipases ou toxines (l’ensemble des effecteurs 

et leurs fonctions ont été revus par KIPNIS et al, 2006). Par exemple, l’élastase LasB qui est 

sécrétée par ce système est impliquée dans la dégradation de l’élastine, une protéine de 

jonction de l’épithélium pulmonaire, induisant la rupture de cet épithélium (DE 

BENTZMANN et al, 2000).  



23 

 

LasB inactive également les protéines SP-A et SP-D (Surfactant protein A et D) qui sont 

impliquées dans l’immunité innée notamment au niveau des poumons (MARIENCHECK et 

ALCORN, 2003) (ALCORN et WRIGHT, 2004). La phospholipase C est capable de dégrader les 

phospholipides des cellules de mammifères, elle participe également à la pathogénicité en 

occasionnant directement des dommages aux tissus ou indirectement via le recrutement 

excessif de neutrophiles induit par l’augmentation de la perméabilité vasculaire et de la 

production d’interleukine-8 (WIENER-KRONISH et al, 1993) (VASIL et al, 1991) (KÖNIG et 

PREVOST, 1997). L’ensemble des substrats sécrétés par le SSTII et leurs effets ont été revus 

par BLEVES et al, 2010 et KIPNIS et al, 2006.  

Le système Hxc sécrète seulement deux protéines : LapA et LapB, des phosphatases 

alcalines produites en conditions de carence en phosphate (BALL et al, 2002) (BALL et al, 

2012).  

(e) Système de sécrétion de type V 

 

Le système de sécrétion de type 5 permet la sécrétion de grandes protéines à travers un 

pore formé dans la membrane externe. Les protéines sont toutes d’abord transloquées par 

le système de sécrétion SEC vers le périplasme puis traversent la membrane externe via le 

pore cité précédemment, et peuvent soit rester associées au pore soit être clivées et 

relâchées dans le milieu (FAN et al, 2016) (LEO et al, 2012).  

On distingue deux sous-types de systèmes de sécrétion de type V : les autotransporteurs et 

les transporteurs à deux partenaires. 

Les autotransporteurs sont des protéines possédant (i) un peptide signal en partie N-

terminale permettant leur export dans le périplasme, (ii) un domaine « autotransporteur » 

en carboxy-terminal structuré en tonneau β qui s’insère dans la membrane externe et 

forme un pore, (iii) et d’un domaine « passager » qui va traverser le pore et être, soit clivé, 

soit rester attaché au domaine transporteur (DAUTIN et BERNSTEIN, 2007) (LEO et al, 2012) 

(SHERE et al, 1997) (VAN ULSEN et al, 2003). Ces protéines sont donc capables de procéder 

à leur propre sécrétion une fois localisées dans le périplasme. Un seul autotransporteur a 

été décrit à ce jour chez P.aeruginosa, il s’agit d’EstA, un autotransporteur possédant un 

domaine catalytique estérase capable d’hydrolyser le glycérol (WILHELM et al, 1999). Cet 

autotransporteur serait impliqué dans la mobilité bactérienne et dans la formation de 

biofilm (WILHELM et al, 2007).  
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Le type de sécrétion à deux partenaires du SSTV est relativement similaire aux 

autotransporteurs à la différence que le domaine passager et autotransporteur sont 

localisés sur deux protéines distinctes respectivement nommées TspA et TspB (Two-partner 

protein) (MAZAR et COTTER, 2007). Chez P.aeruginosa, le couple LepA/LepB a été identifié. 

LepB est requise pour la sécrétion de LepA, une protéase qui clive les récepteurs PAR-1, 2 

et 4 (protease associated receptor) menant à l’activation de la voie de signalisation de NF-

κB impliquée dans l’inflammation (KIDA et al, 2008).  

 

 

Le système de sécrétion de type III, élément de virulence majeur 

de Pseudomonas aeruginosa  

 

 

1.11 Description générale du système 

 

Le système de sécrétion de type III (SSTIII) est un assemblage multiprotéique qui s’étend à 

travers les deux membranes de la paroi bactérienne et qui permet à la bactérie d’injecter 

des protéines (effecteurs) impliquées dans la pathogenèse directement dans le cytoplasme 

de la cellule cible. Ce système est présent chez de nombreuses bactéries pathogènes 

(HUECK et al, 1998). Il est composé de quatre sous-unités distinctes : le corps basal, 

l’aiguille, le translocon et les effecteurs (Figure 4). On observe une similarité structurale 

entre les protéines formant le corps du SSTIII de différentes bactéries pathogènes (Yersina 

Sp, Salmonella Sp, E.coli, Pseudomonas Sp) (revue IZORE et al, 2011). Le corps basal est 

composé d’une série de protéines hautement oligomérisées s’étendant de la membranes 

interne à la membrane externe de la bactérie (DENG et al, 2017). Chez les principales 

bactéries pathogènes pour l’Homme cités précédemment, une aiguille creuse formée par 

une protéine polymérisée s’insère dans le corps basal et forme un canal au travers duquel 

les effecteurs peuvent transiter vers le translocon (KUBORI et al, 2000) (HOICZYK et al, 2001) 

(PASTOR et al, 2005). Le translocon est un complexe protéique tripartite sécrété par le 

SSTIII, et impliqué dans la formation de pores dans la membrane de la cellule cible.  



25 

 

Deux protéines hydrophobes sous forme d’oligomères, PopB et PopD chez P.aeruginosa , 

sont directement impliquées dans l’interaction avec la membrane (SCHOEHN et al, 2003) 

(MONTAGNER et al, 2011) (MYENI et al, 2013).  

Le troisième partenaire, PcrV chez P.aeruginosa, est une protéine hydrophile formant un 

anneau oligomérique à l’extrémité de l’aiguille et qui sert de plateforme en connectant 

l’aiguille et le pore (MATTEÏ et al, 2011) (GÉBUS et al, 2009) (MUELLER et al, 2005) 

(PETTERSSON et al, 1999) (PICKING et al, 2005) (KANIGA et al, 1995). La structure précise, 

l’assemblage et la régulation du SSTIII ont été revus en détails par les auteurs suivants : 

IZORE et al, 2011 ; HAUSER, 2009 ; DENG et al, 2017. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4 : Représentation schématique du système de sécrétion de type III de P. aeruginosa. Le 

corps basal permet le passage de l’aiguille formée par la polymérisation de PscF. Suite à cela, la 
sécrétion des protéines PcrV, PopB, PopD permet la formation du translocon qui entraîne l’injection 
d’effecteurs comme ExoU directement dans le cytoplasme de la cellule cible.  IMR : Inner Membrane 
ring ; OMR : Outer Membrane ring ; OM : Outer Membrane ; IM: Inner Membrane (Izoré et al, 2014)  
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1.11.3 L’aiguille du SSTIII de P.aeruginosa 

 

Chez P. aeruginosa, la polymérisation d’une protéine de 9 kDa nommée PscF est 

responsable de la formation de l’aiguille. Des observations par microscopie électronique et 

immunofluorescence ont montré que l’aiguille mesurait environ 60-80 nm de longueur 

totale et 6-7 nm de largeur, et se localisait à la surface de la bactérie (PASTOR et al, 2005). 

Dans le cytoplasme de la bactérie, PscF forme un complexe ternaire avec deux protéines 

chaperonnes PscE et PscG dont les structures ont été résolues par cristallographie et 

diffraction de rayons X (QUINAUD et al, 2007). Ce complexe permet de séquestrer PscF dans 

le cytoplasme, l’empêchant ainsi de polymériser avant l’activation du SSTIII (QUINAUD et 

al, 2005). La protéine PscF ainsi que ses chaperonnes sont nécessaires à l’injection des 

effecteurs du SSTIII et donc à la cytotoxicité du système (PASTOR et al, 2005). Lors de 

l’activation du SSTIII, la taille de l’aiguille est régulée par PscP qui agit comme une « règle 

moléculaire » (BERGERON et al, 2016).  

 

1.11.4 Le translocon du SSTIII de P.aeruginosa 

 

Dans le SSTIII de P.aeruginosa, le translocon se compose de deux protéines hydrophobes 

appelées translocateurs, PopB et PopD, et de la protéine hydrophile PcrV. Les 

translocateurs PopB/PopD forment des oligomères qui s’insèrent dans la membrane de la 

cellule cible pour former un pore par lequel peuvent entrer les effecteurs du SSTIII ayant 

transité par l’aiguille (SCHOEHN et al, 2003) (FAUDRY et al, 2006). La protéine du translocon 

PcrV a initialement été identifiée par séquençage amino-terminal du sécrétome de P. 

aeruginosa (YAHR et al, 1997). Cette protéine de 32,2 kDa est codée par l’opéron pcrGVH-

popBD qui détermine également les séquences de PopB et PopD (GOURE et al, 2004). Cette 

protéine occupe un rôle important dans le mécanisme d’injection et de translocation 

d’effecteurs du SSTIII. En effet, PcrV se localise sur la pointe de l’aiguille formée par PscF et 

est chargée de l’insertion de PopB/PopD dans la membrane. PcrV est également requise 

pour la translocation des effecteurs dans la cellule cible (SAWA et al, 1999) (GOURE et al, 

2004) (GOURE et al, 2005). Afin de remplir cette fonction, PcrV forme des oligomères après 

un processus de dépliement et de repliement induit par son passage dans l’aiguille (AKEDA 

et al, 2005) (GEBUS et al, 2009).  
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Il a été montré que la mutation de résidus localisés sur l’hélice α12 de l’extrémité carboxy-

terminale de la protéine abolissait l’oligomérisation de PcrV ce qui avait pour conséquence 

une absence d’insertion de PopD dans la membrane et donc de cytotoxicité médiée par le 

SSTIII (GEBUS et al, 2009). 

 

1.11.5 Effecteurs du SSTIII de P.aeruginosa 

 

Le système SSTIII de P. aeruginosa comporte quatre protéines effectrices : ExoU, ExoS, ExoT 

et ExoY. ExoS et ExoT sont des effecteurs fonctionnellement proches possédant des activités 

GAP (GTPase activating protein) (GOEHRING et al, 1999) (Krall et al, 2000) et ADPRT (ADP 

ribosyl transférase) (KNIGHT et al, 1995) (LIU et al, 1997). 

 La composante GAP de ces toxines est impliquée dans la déstabilisation du cytosquelette 

d’actine, avec pour conséquences un arrondissement des cellules, une perturbation de 

l’adhérence cellulaire et une inhibition de la phagocytose des macrophages (PEDERSON et 

al, 1999) (GARRITY-RYAN et al, 2000).   

Les protéines eucaryotes ciblées diffèrent entre les composantes ADPRT d’ExoS et d’ExoT, 

ce qui se traduit par des effets différents de ces toxines sur la cellule cible. La composante 

ADPRT de ExoS possède un grand nombre de cibles. Ceci concorde avec la variété d’effets 

néfastes observés chez la cellule cible tels que la mort cellulaire, la déstabilisation 

irréversible du cytosquelette, l’inhibition de la synthèse d’ADN et de l’endocytose (ROCHA 

et al, 2003) (PEDERSON et al, 1998) (Figure 5). L’activité ADPRT d’ExoT est plus restreinte, 

elle cible principalement les protéines de la famille CRK (CT10 regulator of kinase) (SUN et 

al, 2003) et inhibe la division cellulaire (SHAFIKHANI et al, 2006).  

 

ExoU est une phospholipase capable d’hydrolyser plusieurs substrats tels que les 

phospholipides, les lysophospholipides ou encore les lipides neutres (SATO et al, 2003) 

(PHILLIPS et al, 2003). Il s’agit de l’effecteur du SSTIII ayant la plus haute cytotoxicité : 

l’injection d’ExoU va mener à une perte rapide de l’intégrité membranaire de la cellule cible 

(FINCK‐BARBANÇON et al, 1997) (DIAZ et al, 2008) (Gendrin et al., 2012) (Figure 5).  

Enfin ExoY est une adelynyl cyclase responsable de l’augmentation de la concentration 

d’AMPc dans la cellule cible perturbant ainsi l’expression des gènes régulés par l’AMPc 

(YAHR et al, 1998).  
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Les principaux effets induits par cette toxine incluent la déstabilisation du cytosquelette, la 

réduction de la perméabilité cellulaire et de la phagocytose (YAHR et al, 1998) (VALLIS et al, 

1999) (COWELL et al, 2005) (SAYNER et al, 2004) (Figure 5).  

 

Bien que la majorité des souches de P. aeruginosa possède les gènes codant pour le SSTIII, 

la prévalence des gènes codant pour les effecteurs peut varier. La plupart des isolats 

cliniques possèdent les gènes qui codent pour ExoY et ExoT, cependant, la présence des 

gènes codant pour ExoS et ExoU est mutuellement exclusive dans l’écrasante majorité des 

isolats (FELTMAN et al, 2001) (BERTHELOT et al, 2003).  

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 5 : Rôle synergique des effecteurs du système de sécrétion de type III lors de l’infection aiguë à P. 

aeruginosa au niveau des voies respiratoires. Lors des phases précoces de l’infection, l’action d’ExoU et ExoS 
réduit la sécrétion des cytokines IL-1B et IL-18, la mise en place d’une réaction inflammatoire précoce est 
alors ralentie. L’activité phospholipase d’ExoU mène à la fois à la production d’eicosanoïdes, à un 
recrutement excessif de macrophages et de neutrophiles et à des dommages tissulaires. La destruction des 
phagocytes par l’effet des effecteurs peut également induire une surinfection par d’autres pathogènes. Les 
actions de ExoY, ExoU, ExoT et ExoS produisent des brèches dans l’épithélium respiratoire appuyé par l’action 
d’inhibition de la réparation tissulaire d’ExoT. Ces brèches permettent la dissémination systémique de 
bactéries et de cytokines entraînant respectivement une bactériémie et un choc septique. (Adapté d’après 
Hauser et al, 2009). Créé avec à biorender.com.  
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1.12 Implication du système de sécrétion de type III dans l’infection à P. 

aeruginosa 

 
Le système de sécrétion de type III est un élément majeur de virulence de P. aeruginosa. 

L’expression et la sécrétion des effecteurs du SSTIII sont associées à une morbidité et une 

mortalité importante chez le patient. Le phénotype observé lors de l’infection est associé 

aux types d’effecteurs sécrétés. En effet, les souches sécrétant ExoU se montrent plus 

virulentes chez le patient comparées aux souches sécrétant ExoS (FLEISZIG et al, 1997) 

(SCHULERT et al, 2003). 

 

Une étude rétrospective menée sur 85 cas de bactériémie à P. aeruginosa a montré que 

l’infection par des souches qui sécrètent au moins 1 effecteur du SSTIII était associée à un 

taux de mortalité deux fois plus élevé comparé aux infections par des souches non-

sécrétrices (EL-SOLH et al, 2012). De plus, aucun patient infecté par des souches sécrétant 

ExoU n’a survécu lors de la période de 30 jours de l’étude. Le SSTIII entraîne également des 

conséquences sur le pronostic vital des patients atteints de pneumopathie acquise sous 

ventilation mécanique. Là aussi, la sécrétion des effecteurs est associée à une sévérité 

accrue de l’infection, incluant le décès du patient ou une récidive de la pneumopathie. De 

façon similaire, l’étude d’une cohorte de 35 patients atteints de pneumopathie acquise sous 

ventilation mécanique causée par P. aeruginosa a montré que parmi les souches isolées 

capables de sécréter au moins 1 effecteur, 81% d’entre elles provenaient de patients ayant 

des symptômes sévères (HAUSER et al, 2002). De plus, Roy-Burman et al rapportent un taux 

de mortalité de 21% chez des patients colonisés au niveau des poumons par des souches 

qui sécrètent au moins un effecteur, contre seulement 3% chez les patients infectés par des 

souches qui n’expriment pas le SSTIII (ROY-BURMAN et al, 2001). Ces données montrent 

une forte implication de la sécrétion d’effecteurs du SSTIII dans la sévérité et la persistance 

des infections à P. aeruginosa. L’effet des différentes toxines détaillées précédemment 

induit des dommages aux tissus et une suppression de l’immunité locale supportant la 

colonisation et la persistance de P. aeruginosa (DIAZ et al, 2008) (SHAVER et al, 2004) 

(HAUSER et al, 2009). La rupture de l’épithélium au site de l’infection peut également 

permettre le passage de P. aeruginosa dans la circulation sanguine ainsi que la fuite de 

cytokines et peut provoquer un choc septique (KURAHASHI et al, 1999).  
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Chapitre III : Les anticorps monoclonaux, alternative 
thérapeutique contre les bactéries résistantes aux 
antibiotiques  

 

Les anticorps  

 

1.1 Structure  

 

L’immunité humorale est la réponse du système immunitaire adaptatif qui se traduit par la 

sécrétion d’anticorps dans le milieu extracellulaire afin de permettre l’élimination de 

molécules ou d’organismes étrangers. Un anticorps est une glycoprotéine sécrétée par des 

cellules spécialisées dérivant des lymphocytes B, appelées plasmocytes (ALBERTS et al, 

2002). 

Chez l’Homme, les anticorps sont composés de quatre chaînes polypeptidiques : deux 

chaînes lourdes et deux chaînes légères identiques (Figure 6).  

La chaîne lourde est composée d’un domaine variable (VH) et de 3 à 4 domaines constants 

selon le type d’anticorps (CH1, CH2, CH3 et CH4). Les domaines CH1 et CH2 de chaque 

chaîne lourde sont reliés par une région charnière flexible. La chaîne légère est composée 

d’un domaine variable (VL) et d’un domaine constant (CL). Il existe deux types de chaînes 

légères : κ et λ. Un anticorps ne peut comporter que deux chaînes légères d’un même type.  

Il est également possible de diviser l’anticorps en 2 composantes sur la base de la digestion 

par la protéase papaïne (Figure 6) : le fragment de liaison à l’antigène (Fab) et le fragment 

cristallisable (Fc).  

Le fragment Fab est composé des domaines CH1 et VH d’une chaîne lourde appareillés avec 

les domaines CL et VL d’une chaîne légère. Les domaines VH et VL du Fab contiennent le 

site de reconnaissance de l’antigène ou paratope, qui va interagir avec une portion de 

l’antigène appelée épitope permettant ainsi la reconnaissance de celui-ci par l’anticorps. 

Grâce à la gigantesque diversité du répertoire d’immunoglobulines humaines, les anticorps 

sont capables de reconnaître une immense variété de molécules et de structures 

(BACKHAUS, 2018). 
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Le fragment Fc est composé des domaines CH2 et CH3 de deux chaînes lourdes reliées de 

façon covalente par des ponts disulfures au niveau de la région charnière (JAZAYERI et al, 

2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La région constante de la chaîne lourde définit l’isotype de l’anticorps : IgM (μ), IgA (α), IgG 

(γ), IgE (ε) et IgD (δ). On dénombre également 4 sous-isotypes pour les IgG (IgG1, IgG2, IgG3, 

IgG4) et 2 sous-isotypes pour les IgA (IgA1 et IgA2). Les différents isotypes se distinguent 

par leurs propriétés physico-chimiques et fonctionnelles (Figure 7).  

Figure 6 : Représentation schématique de la structure d’un anticorps. Un anticorps est un hétéro-tétramère 

composé d’une paire de chaînes lourdes et d’une paire de chaînes légères. La molécule est stabilisée par des ponts 
disulfures inter et intra-chaînes. Chaque chaîne contient une partie constante et une partie variable. Les parties 
variables de chaque chaîne contiennent des régions hypervariables cruciales dans la reconnaissance de l’antigène. 
Les régions variables VH et VL contiennent le site de liaison à l’antigène ou paratope. Les domaines VH et CH1 de 
la chaîne lourde appareillés avec les domaines VL et CL de la chaîne légère constituent le fragment Fab qui est 
impliqué dans la reconnaissance de l’antigène. Deux paires de domaines CH2 et CH3 appareillés forment le 
fragment Fc impliqué dans les fonctions biologiques de l’anticorps. Ces deux fragments sont reliés par une région 
charnière flexible (Hinge). Les fragments Fc et Fab ont initialement été définis sur la base de produits de digestion 
à la papaïne. La digestion à la pepsine permet d’obtenir le fragment (Fab’)2 constitué de deux fragments Fab reliés 
par la région charnière. (Sino Biological Inc).  
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Chaque isotype va jouer un rôle précis, notamment dans un compartiment du corps donné, 

permettant ainsi une diversité de fonctions entrant en jeu dans l’élimination de pathogènes 

ou de cellules cancéreuses, la sécrétion de médiateurs de l’immunité et de l’allergie ou 

encore la neutralisation de toxines et de virus (MURPHY et WEAVER, 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mécanismes d’action 

 

1.2 Fonctions effectrices. 

 

Lors de la réponse humorale, l’anticorps va se lier à l’antigène à l’origine de cette réponse 

et recruter des molécules et/ou des cellules effectrices afin de permettre son élimination. 

L’anticorps fait office d’interface entre les cibles et les effecteurs du système immunitaire.  

Le fragment Fc est capable de recruter la voie classique du complément via son interaction 

avec C1q, entrainant la formation du complexe d’attaque membranaire et la lyse de la cible 

(Figure 8A) (AMIR et al, 1990) (BROWN et al, 2002) (FRASCH et al, 2009).  

 

Figure 7 : Tableau récapitulatif des caractéristiques des isotypes d’anticorps humains. Adapté de Janeway 9th 

edition p 193.  

IgG1 IgG2 IgG3 IgG4 IgM IgA1 IgA2 IgD IgE

Chaîne lourde γ1 γ2 γ3 γ4 μ α1 α2 δ ε

Masse molaire (kDa) 146 146 165 146 970 160 160 184 188

Niveau dans le sérum (moyenne 

chez un adulte mg/mL)
9 3 1 0,5 1,5 3 0,5 0,03 5x10

-5

Demi-vie dans le sérum (Jours) 21 20 7 21 10 6 6 3 2

Activation de la voie classique du 

complément
++ + +++ - ++++ - - - -

Activation de la voie alterne du 

complément
- - - - - + - - -

Interaction avec le recepteur Fc des 

macrophages et phagocytes
+ - + +/- - + + - +

Interaction avec les basophiles et 

les mastocytes
- - - - - - - - +++
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Après reconnaissance de l’antigène, le fragment Fc de l’anticorps peut également interagir 

avec les récepteurs Fc présents (FcγR par exemple dans le cas d’une IgG) sur des cellules 

immunitaires telles que les monocytes, neutrophiles ou encore les macrophages ce qui 

permet la phagocytose. Ce mécanisme est appelé phagocytose dépendante de l’anticorps 

(Figure 8B) (BREDIUS et al, 1994) (FIJEN et al, 2000) (HELLWIG et al, 2001). De même, après 

reconnaissance d’un antigène exprimé à la surface d’une cellule de l’hôte infecté par un 

pathogène, l’interaction entre le fragment Fc de l’anticorps et les récepteurs FcγIIIa et/ou 

FcγIIc des cellules NK active ces dernières et induit la sécrétion de granzyme et de perforine 

menant à la lyse de la cellule ainsi que la sécrétion d’interféron-γ permettant le recrutement 

de cellules du système immunitaire adaptatif (BRYCESON et al, 2006) (Figure 8C). Ce 

mécanisme est notamment impliqué dans l’élimination de cellules infectées par des 

pathogènes intracellulaires viraux comme le HIV (ACKERMAN et al, 2016), parasitaires 

comme Plasmodium falciparum (JAFARSHAD et al, 2007) ou encore bactériens comme 

Chlamydia trachomatis (MOORE et al, 2002).  

 

1.2.1 Mécanismes d’action directs 

 

La neutralisation directe est un mécanisme fonctionnel qui inhibe la pathogenèse d’un 

agent infectieux par interaction directe entre l’anticorps et un antigène spécifique du 

pathogène en question en absence de cellules effectrices (LU et al, 2018).  

Ce mécanisme peut inhiber l’entrée et la réplication d’un pathogène intracellulaire par 

interaction avec les antigènes impliqués dans ce processus comme c’est le cas pour la 

gp120, la glycoprotéine décorant l’enveloppe du VIH impliquée dans l’entrée du virus dans 

les cellules cibles (PANTOPHLET et al, 2006) (Figure 8E). L’interaction de l’anticorps avec des 

toxines peut mener à l’inactivation de celles-ci en occupant leurs sites actifs (VISCIDI et al, 

1983) (MAROZSAN et al, 2012) (WENZEL et al, 2020) (Figure 8D).  

Les anticorps peuvent également neutraliser des facteurs de virulence variés en 

interagissant avec des protéines impliquées dans la formation de biofilm chez les bactéries 

(SUN et al, 2005), l’adhérence (KAUR et al, 2014) ou encore la translocation de toxines 

médiées par le SSTIII de P.aeruginosa (SAWA et al, 1999) (Figure 8F). 
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Utilisation des anticorps en thérapie  

 

1.3 Thérapie sérique et anticorps polyclonaux 

 

Le recours aux anticorps en thérapie date de plus d’un siècle. Les travaux de von Behring et 

Kitasato ont montré qu’il était possible d’utiliser des sérums de lapins immunisés pour 

traiter la diphtérie et le tétanos chez le lapin (BEHRING and KITASATO, 1890) (GRAHAM et 

al, 2015).  Cette découverte a ouvert la voie à l’immunisation passive qui se définit par 

l’injection d’anticorps pour prévenir ou guérir une infection chez un individu.  

Figure 8 : Fonctions des anticorps dans la lutte contre les bactéries. A) Recrutement du complément par 

le fragment Fc de l’anticorps menant à la formation d’un complexe d’attaque membrane (CAM) et à la lyse 
de la bactérie. B) Opsonisation de la bactérie cible permettant le recrutement de phagocytes et phagocytose 
de la bactérie cible. C) Cytotoxicité cellulaire dépendante de l’anticorps permettant le recrutement de cellules 
NK qui va induire la lyse de la cellule cible. D) Neutralisation de toxines par interaction du fragment Fab avec 
le site actif de la toxine. E) Neutralisation de l’entrée d’un pathogène intracellulaire par interaction directe de 
celui-ci avec l’anticorps.  F) Blocage de la sécrétion de toxines par le système de sécrétion de type III.  
Créé avec Biorender 
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À l’origine, des solutions d’anticorps polyclonaux sous forme de sérum (contenant de 

nombreux anticorps issus de populations de lymphocytes B différentes) étaient utilisées, 

provenant notamment d’animaux immunisés, comme les chevaux. La sérothérapie pouvait 

entraîner des effets secondaires tels qu’une maladie sérique, un syndrome 

d’hypersensibilité se traduisant par une réaction immunitaire inappropriée contre les 

protéines du sérum et la formation de complexe immuns menant à des symptômes tels que 

la fièvre, le développement d’arthrose et un choc anaphylactique (JACKSON, 2000) (LAWLEY 

et al, 1984). L’utilisation d’anticorps purifiés du sérum a plus tard permis de réduire la 

toxicité et les effets secondaires dûs à la présence de protéines sériques hétérologues 

(CASADEVALL et al, 2004). Malgré ses effets secondaires, parfois sévères, l’immunisation 

passive a été largement utilisée au début du XXème siècle particulièrement pour traiter les 

infections à Neisseria meningitidis et Streptococcus pneumoniae (pour un historique 

complet de l’utilisation des anticorps contre les maladies infectieuses pendant l’ère pré-

antibiotique se référer à CASADEVALL et SCHARFF, 1994 ainsi que CASADEVALL et SCHARFF, 

1995).  

 

L’utilisation d’anti-sérum ou d’anticorps purifiés du sérum d’animaux immunisés ou de 

donneurs convalescents comporte aussi d’autres inconvénients. La grande diversité des 

antigènes reconnus par ces anticorps peut se traduire par une concentration faible en 

anticorps spécifiques et une faible efficacité contre un antigène donné, nécessitant de 

fortes doses d’anti-sérums pour obtenir l’effet désiré, augmentant ainsi le risque de 

réactivité croisée entre les anticorps non-fixés et les tissus (HAURUM, 2006).  

Par ailleurs, il est difficile de garantir une homogénéité entre les lots ou une disponibilité 

stable des stocks (STIEHM et al, 2008) (WANG et al, 2013).  

La sérothérapie reste aujourd’hui utilisée comme traitement d’urgence en cas 

d’intoxication par des toxines comme la toxine botulique, la toxine de l’anthrax ou le venin 

de scorpion et de serpent (SIATKOWSKI, 1993) (SLIFKA et al, 2018) (MORAIS, 2018). 

L’immunisation passive par du sérum de donneurs convalescents est également en 

première ligne lors des épidémies dûes à des virus émergents comme ce fut le cas par 

exemple pour le MERS-CoV en 2012 ou la pandémie de COVID 19 depuis 2020 (DUAN et al, 

2020) (MONTELONGO-JAUREGUI et al, 2021) (BLOCH et al, 2020).  
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Enfin, les immunoglobulines polyvalentes purifiées de sujets sains constituent un 

traitement standard pour les patients souffrant d’immunodéficience primaire (SRIAROON 

et al, 2015).  Cependant, à cause de ses effets secondaires, de l’émergence et du succès de 

l’antibiothérapie, l’immunisation passive à base de sérum pour le traitement des infections 

bactériennes a été largement abandonnée dans la seconde moitié du vingtième siècle 

(GRAHAM et AMBROSINO, 2015). 

 

1.4 Immunothérapie à base d’anticorps monoclonaux  

 

Si la sérothérapie et l’immunisation passive à base d’anticorps polyclonaux purifiés ont été 

largement abandonnées dans le traitement des pathologies bactériennes au profit des 

antibiotiques, l’avènement des méthodes permettant de produire des anticorps 

monoclonaux a entraîné un retour de l’utilisation des anticorps, essentiellement dans le 

domaine des pathologies cancéreuses et des maladies inflammatoires. 

Un anticorps monoclonal reconnaît un unique antigène/épitope ce qui le rend très 

spécifique de sa cible. Ceci permet de limiter des effets secondaires dus au ciblage non 

désiré d’autres molécules. Par exemple, dans le cas d’anticorps dirigés contre des antigènes 

bactériens, l’utilisation d’anticorps monoclonaux pourrait permettre de cibler 

spécifiquement la souche de bactéries à l’origine de l’infection sans endommager la flore 

commensale comme le font les antibiotiques à large spectre (JONES-NELSON et al, 2020). 

Cette caractéristique peut cependant s’avérer à double tranchant dans le cas de mutations 

ponctuelles altérant l’antigène de façon à diminuer son interaction avec l’anticorps, 

pouvant ainsi provoquer une diminution d’efficacité de ce dernier (HAURUM et al, 2006) 

(LANGDON et al, 2016).  

L’intérêt pour l’utilisation d’anticorps monoclonaux en thérapie a été croissant lors des 

dernières décennies. Depuis la validation par la FDA du premier anticorps thérapeutique en 

1986, de nombreux autres ont été développés.  

Le nombre d’anticorps monoclonaux humains entrés en phase d’essai clinique a subi une 

augmentation impressionnante entre 1985 et 2008 (Figure 9) (NELSON et al, 2010).  

On compte aujourd’hui 79 anticorps thérapeutiques sur le marché, dont 19 acceptés pour 

la seule année 2018.  
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Bien que largement utilisés pour le traitement de cancers et de pathologies inflammatoires, 

ainsi que contre les rejets de greffes, les anticorps monoclonaux destinés à traiter les 

maladies infectieuses restent en faible nombre (ZAHAVI et al, 2020) (ECKER et al, 2015) 

(NELSON et al, 2010). La plupart de ces derniers ciblent des virus : Palivizumab indiqué dans 

la prévention des infections dues au virus respiratoire syncitial (VRS) (FENTON et al, 2004) 

(IMPACT-RSV STUDY GROUP, 2008), l’Ansuvimab indiqué chez les patients atteints d’une 

infection par le virus Ebola (LEE, 2021) et l’Ibalizumab pour les infections dues au VIH 

résistantes aux anti-rétroviraux (MARKHAM et al, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La récente pandémie de COVID 19 a cependant accéléré le développement des anticorps 

monoclonaux anti-infectieux avec un grand nombre d’anticorps contre le SARS-CoV-2 

entrés en phase d’essai clinique et autorisés par la FDA et l’agence Européenne du 

médicament (EMA) (FOCOSI et al, 2022) pour la prévention et le traitement de la COVID-19.  

 

 

Figure 9 : Représentation graphique du nombre d’anticorps humains entrés en phase 

d’essai clinique entre 1985 et 2008. Un total de 147 anticorps monoclonaux humains a été 
testé en essai clinique entre 1985 et 2008. On peut noter une forte prévalence des anticorps 
anti-cancéreux comparé aux autres classes d’anticorps. Les anticorps indiqués pour les 
maladies infectieuses représentent seulement 13% de tous les anticorps humains de phase 
clinique. (NELSON et al, 2010).  
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En dehors des avantages sur les polyclonaux purifiés cités ci-dessus, les anticorps 

monoclonaux, d’une grande spécificité, sont aussi de plus en plus attractifs comme 

molécules thérapeutiques, car les connaissances portant sur leur isolement et leur 

ingénierie ont grandement progressés. 

 Par exemple, comme expliqué précédemment, un mécanisme d’action potentiel des 

anticorps est de recruter des effecteurs du système immunitaire. Pour favoriser ce 

mécanisme, l’isotype IgG1 est le plus communément utilisé pour les anticorps monoclonaux 

à visée thérapeutique. En effet, cet isotype combine la faculté d’interagir avec les protéines 

du complément ainsi que le FcγR des phagocytes (macrophages, monocytes, neutrophiles) 

dénotant une capacité fonctionnelle intéressante (MURPHY et WEAVER, 2016). De plus, la 

demi-vie dans le sérum des IgG1 est conséquente (21 jours).  

À l’inverse, on peut utiliser d’autres isotypes si l’on veut bénéficier uniquement de l’action 

directe de l’anticorps et éviter l ’activation d'autres mécanismes de la réponse immune. 

 D’autres interventions permettent de modifier les anticorps monoclonaux pour favoriser 

différents mécanismes effecteurs (VACCA et al, 2022) (LAZAR et al, 2006). Après interaction 

avec l’antigène, la formation d’hexamère d’IgG permet d’activer le complément 

(DIEBOLDER et al, 2014). Par exemple, l’introduction de certaines mutations dans la partie 

Fc de l’anticorps permet de promouvoir l’hexamérisation des IgG et ainsi le recrutement du 

complément (DE JONG et al, 2016). Un anticorps porteur d’une mutation de ce type 

(E430G), dirigé contre Neisseria gonorrhoeae, a ainsi montré un meilleur recrutement de la 

protéine du complément C1q et une meilleure efficacité in vitro et in vivo, comparée à 

l’anticorps non-muté (GULATI et al, 2019).  

Grâce à différentes plateformes, il est également possible de produire des molécules 

anticorps de plusieurs spécificités en modifiant par exemple la région Fc de la chaîne lourde 

d’un anticorps A pour qu’elle forme un hétérodimère avec celle d’un anticorps B, ou en 

greffant la séquence d’une portion de la région Fab d’un anticorps (scfv – single chain 

fragment variable) sur un autre (SPIESS et al, 2015) (LIU et al, 2017).  

Des mutations permettent également d’améliorer l’interaction du fragment Fc au récepteur 

FcRn (Neonatal Fc receptor) qui est impliqué dans le recyclage des anticorps, ce qui permet 

d’augmenter très substantiellement la demi-vie de l’anticorps en question (DALL'ACQUA et 

al, 2006) permettant ainsi une administration espacée de plusieurs mois.  
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Enfin, la glycosylation au niveau du site conservé de N-glycosylation Asn297 de la partie Fc 

joue un rôle important dans la structure, la stabilité et la fonction des anticorps (ARNOLD 

et al, 2007) (VIDARSSON et al, 2014). Il est ainsi possible de moduler la fonction de 

l’anticorps en modifiant le profil de glycosylation.  

Par exemple, la présence ou l’absence de fucosylation sur ce site peut respectivement 

promouvoir le recrutement du complément ou l’activation de voies cellulaires comme la 

cytotoxicité cellulaire dépendante de l’anticorps et l’opsonophagocytose (SHIELDS et al, 

2002) (KAPUR et al, 2014).  

 

Toutes ces modalités d’optimisation des anticorps ouvrent de vastes possibilités pour leur 

utilisation future en clinique et dans le traitement des infections bactériennes en particulier. 

 

1.5 Anticorps monoclonaux dans le traitement des infections 

bactériennes 

 

1.5.2 Anticorps monoclonaux approuvés par la FDA 

 

À ce jour, seulement 3 anticorps monoclonaux ont été approuvés par la FDA pour le 

traitement d’infections bactériennes (MOTLEY et al, 2019). Le Raxibacumab et 

l’Obiltoxaximab sont deux anticorps monoclonaux anti-PA (Protective antigen) de la toxine 

de l’anthrax, indiqués dans la prévention et le traitement d’infections à Bacillus anthracis 

par inhalation (SUBRAMANIAN et al, 2005) (MIGONE et al, 2009) (GREIG et al, 2016). 

 Ces anticorps neutralisent la toxine en empêchant la liaison de PA à son récepteur sur la 

cellule cible et ainsi sa pénétration à l’intérieur de celle-ci (CHEN et al, 2011). Le 

Bezlotoxumab est un anticorps monoclonal humain neutralisant la toxine B (TcdB) de 

Clostridium difficile indiqué pour la prévention et le traitement d’infections récurrentes par 

ce pathogène (WILCOX et al, 2017).  

De façon similaire aux anticorps précédents, cet anticorps bloque l’interaction de la toxine 

avec les cellules mammifères ce qui neutralise son effet (ORTH et al, 2014).  
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L’efficacité de ces anticorps repose sur le fait que lesdites toxines constituent les effecteurs 

principaux de la pathogénicité de ces bactéries, le choix du facteur de virulence ciblé est 

donc crucial pour le succès d’une telle thérapie (MORRISON, 2015).  

 

 

 

1.5.3 Anticorps en essais cliniques  

 

Si très peu d’anticorps visant les bactéries sont sur le marché, un nombre nettement plus 

important a atteint le stade des essais cliniques, certains ciblant également des toxines, 

d’autres bactéries pathogènes, et aussi d’autres facteurs de virulences (MOTLEY et al, 2019) 

(WANG-LIN et al, 2018) (WANG et al, 2022).  

Parmi les plus prometteurs, on peut notamment citer l’anticorps KBSA301 (Salvecin™) 

ciblant l’α-hémolysine de Staphylococcus aureus, une toxine induisant l’apoptose de 

certaines cellules immunitaires, qui a rempli les prérequis fixés lors de la phase 2 des essais 

cliniques et dont le recrutement pour un essai en phase 3 est en cours (NCT03816956) 

(FRANÇOIS et al, 2018).  

 

Des stratégies ciblant les exopolysaccharides de la paroi bactérienne comme la poly-β-1,6-

N-acetylglucosamine (PNAG), présent à la surface cellulaire, dans le biofilm, et fortement 

conservé entre différentes bactéries multi-résistantes, ont également été développées 

(ROUX et al, 2012). Par exemple, l’anticorps F598 a montré un effet protecteur dans un 

modèle animal contre une grande variété de bactéries pathogènes (CYWES-BENTLEY et al, 

2012). Des essais cliniques de phase 2 ont également été entrepris, mais ont 

malheureusement été stoppés prématurément, des études intermédiaires ayant montré 

que la conception de l’essai n’était pas suffisamment adaptée pour mesurer un effet 

thérapeutique (NCT03222401).  

D’autres approches ont opté pour le ciblage d’autres facteurs de virulence. Ainsi, l’anticorps 

514G3 cible la protéine spA (Staphylococcal protein A). Cette protéine interagit avec le Fcγ 

des IgG1, IgG2 et IgG4, inhibant ainsi l’opsonophagocytose médiée par ces isotypes (KANE 

et al, 2018).  
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L’anticorps 514G3 est capable de bloquer ce mécanisme d’évasion et de permettre la 

phagocytose des bactéries dans un modèle animal d’infection à staphylocoque (VARSHNEY 

et al, 2018).  

Une étude clinique de phases 1 et 2 a été effectuée, mais l’échantillon de patients inclus n’a 

pas permis de tirer une conclusion significative sur l’innocuité de cet anticorps 

(NCT02357966).  

Concernant P.aeruginosa, plusieurs anticorps spécifiques de la protéine PcrV du SSTIII ont 

également été développés et testés en essais clinique (phases 1, 2 et 2b) (JAIN et al, 2018) 

(ALI et al, 2018) (CHASTRE et al, 2020).  

Les résultats de ces études seront discutés en détail dans le chapitre 4 de ce manuscrit, les 

stratégies développées se rapprochant de nos travaux.   

Au total, très peu d’anticorps ont franchi la barre des essais de phase 3 et au regard des 

possibilités des anticorps monoclonaux, ce champ de recherche et développement est 

certainement amené à prospérer dans les années à venir. Pour une liste exhaustive des 

anticorps monoclonaux développés contre les infections bactériennes se référer à MOTLEY 

et al, 2019, WANG-LIN et al, 2018 et WANG et al, 2022.  

 

 

Méthodes de développement d’anticorps monoclonaux 

thérapeutiques  

 

Il existe de nombreuses approches de production d’anticorps monoclonaux d’origine 

animale, et plus récemment, humaine. Si les anticorps humains, étant à l’origine des 

molécules sécrétées par le système immunitaire, sont généralement bien tolérés par les 

patients, l’utilisation d’anticorps monoclonaux d’origine animale peut poser des problèmes. 

Ainsi, l’administration d’anticorps murins peut donner lieu à une réponse immunitaire et à 

la sécrétion d’anticorps humains anti-anticorps de souris (HAMA), limitant l’utilisation de 

tels anticorps en thérapie (AZINOVIC et al, 2006) (GRUBER et al, 2000) (SCHROFF et al, 1985) 

(MIOTTI et al, 1999). Ces limites ont fortement motivé le développement et la sophistication 

de méthodes d’humanisation, ainsi que de production d’anticorps monoclonaux humains 

(WALDMANN, 2019). Les principales approches permettant l’obtention d’anticorps 

monoclonaux sont détaillées ci-dessous. 
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1.6 Hybridomes 

 

L’introduction de la technologie des hybridomes en 1975 a permis pour la première fois la 

production d’anticorps monoclonaux (KÖHLER et MILSTEIN, 1975). Cette technique consiste 

à immuniser des souris avec un antigène donné.  

Les splénocytes des souris immunisées sont ensuite récoltés et fusionnés avec des cellules 

myélomateuses permettant l’établissement de lignées immortelles de cellules productrices 

d’anticorps monoclonaux. Le profil de transcription cancéreux des cellules myélomatoses 

permet une sécrétion continue des anticorps (SHI et al, 2015). Différentes techniques de 

criblage permettent ensuite de sélectionner les hybridomes produisant les anticorps les 

plus intéressants en termes d’affinité pour l’antigène d’intérêt et d’efficacité fonctionnelle 

(SAKAGUCHI et al, 2021). Cette méthode permet de générer des anticorps avec 

l’appariement d’origine des chaînes lourdes et légères ayant subi le processus naturel de 

maturation dans les organes lymphoïdes secondaires, ce qui peut leur conférer une haute 

spécificité et affinité pour l’antigène d’immunisation (ZAROFF et al, 2019).  

De plus, la production en cellules de mammifères permet d’assurer une présence de 

modifications post-traductionnelles similaires à l’hôte d’origine qui sont nécessaires aux 

fonctions et à la stabilité de l’anticorps (JEFFERIS, 2016).  

Le modèle souris est aujourd’hui encore largement utilisé pour la production d’hybridomes 

et d’anticorps monoclonaux à visée thérapeutique. Comme expliqué ci-dessus, l’utilisation 

d’anticorps monoclonaux non-humains peut s’avérer limitante dans un contexte 

thérapeutique, entraînant une réponse immunitaire anti-anticorps se traduisant 

généralement par une baisse d’efficacité, une élimination rapide de l’anticorps 

thérapeutique ou des effets secondaires indésirables (GOMEZ-MANTILLA et al, 2014) 

(LEGOUFFE et al, 1994) (HANSEL et al, 2010). Bien qu’il soit possible de générer des 

hybridomes à partir de splénocytes humains, il n’existe pas de partenaire de fusion d’origine 

humaine qui soient pleinement compatible.  

La fusion de cellules productrices d’anticorps humains avec des cellules myélomateuses 

d’une autre origine conduit à la formation d’hétéro-hybridomes qui sont sujet à une 

instabilité chromosomique : la croissance des cellules est affectée ainsi que la sécrétion des 

anticorps (SMITH et al, 2015). 
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Des progrès dans l’ingénierie des anticorps ont tout de même permis de réduire 

l’immunogénicité des anticorps monoclonaux murins. Le remplacement de domaines 

variables de chaînes lourdes et légères sur un anticorps humain par leurs homologues 

murins a permis d’obtenir des anticorps chimères mieux tolérés par l’organisme que les 

anticorps natifs de souris tout en conservant la même affinité pour l’antigène que 

l’anticorps d’origine (MORRISON et al, 1984) (IDUSOGIE et al, 2000). De plus amples 

avancées ont ensuite été faites avec le développement d’anticorps humanisés par greffe de 

régions déterminant la complémentarité (CDR) sur des anticorps humains (RIECHMANN et 

al, 1988). Les CDR sont des séquences localisées dans la région variable des chaînes lourdes 

et légères qui jouent un rôle majeur dans l’interaction avec l’antigène (TSUCHIYA et al, 

2016). Cette méthode permet de garder une fonctionnalité similaire à l’anticorps d’origine 

tout en minimisant les séquences d’origine non-humaine (AHMADZADEH et al, 2014) 

(STUDNICKA et al, 1994).  

 

1.7 Phage display 

 

La technologie du phage display initialement développée par Robert P. Smith a été une 

véritable révolution pour la production d’anticorps monoclonaux humains recombinants. 

Smith a montré qu’il était possible d’exprimer des peptides exogènes à la surface du phage 

filamenteux M13 en insérant la séquence du peptide d’intérêt dans le gène codant pour la 

protéine pIII du phage (SMITH, 1985). Cette méthode permet un criblage à haut débit des 

peptides ainsi présentés. Le phage display a rapidement été appliqué au criblage d’anticorps 

monoclonaux (MCCAFFERTY et al, 1990) (Winter et al, 1994) (BARBAS 3RD et al, 1991) 

(BURTON et al, 1991).   

Pour cela, une banque des gènes d’immunoglobulines humains (soit synthétique, soit 

provenant de sujets immuns) est constituée et exprimée dans le phage M13. Les fragments 

d’anticorps exprimés sur les phages sous le format « single chain variable fragment » (scFv), 

composé des régions variables d’une chaîne lourde et d’une chaîne légère reliées par un 

linker (AHMAD et al, 2012), sont ensuite criblés contre un antigène immobilisé.  

Les phages incapables de se lier à l’antigène sont éliminés par lavage et les phages 

sélectionnés sont amplifiés pour un autre cycle de criblage.  
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Ce processus de criblage appelé « biopanning » permet un enrichissement des phages 

présentant les fragments d’anticorps avec la plus haute affinité pour l’antigène (PARMLEY 

et al, 1988). Le séquençage des phages ainsi triés permet de récupérer les séquences des 

anticorps d’intérêt pour une production à grande échelle. Cette plateforme permet ainsi 

l’isolement rapide d’anticorps dirigés contre un large panel de cibles.  

L’immunisation n’étant pas requise, en particulier avec les librairies synthétiques, il est 

possible d’isoler des anticorps dirigés contre des antigènes peu immunogènes ou toxiques 

(KUMAR et al, 2019). Les banques génomiques à partir de cellules de patients atteints d’une 

pathologie précise permettent aussi d’isoler des anticorps de plus hautes affinités pour des 

antigènes impliqués dans la maladie (GRAUS et al, 1998) (ROTHE et al, 2004).  

Cette plateforme comporte néanmoins certaines limites. Lors de la construction de la 

banque de gènes d’immunoglobulines, les chaînes lourdes et légères sont appareillées 

aléatoirement ce qui ne permet pas de préserver l'appariement originel tel qu’il pouvait 

être chez l’individu dont provient la banque (SHEETS et al, 1998) (STEINWAND et al, 2014). 

Lors du criblage, les anticorps exprimés dans E. coli ne sont pas glycosylés ce qui peut 

fausser la sélection et générer des biais vis-à-vis des réelles propriétés physico-chimiques 

des anticorps lors du passage à des systèmes d’expression de mammifères (ALFALEH et al, 

2020) (HUANG et al, 2006). En effet, il a été montré que la glycosylation des régions 

variables pouvait avoir un impact significatif sur la stabilité et la reconnaissance de 

l’antigène (WRIGHT et al, 1991) (MELO-BRAGA et al, 2021). Cette approche est également 

dépendante de la disponibilité de l’antigène recombinant en quantité suffisante. De plus, la 

nature du processus d’immobilisation d’une protéine peut provoquer des changements 

conformationnels menant à la sélection d’anticorps reconnaissant des épitopes non 

exposés dans un contexte physiologique (KUMAR et al, 2015) (LIPES et al, 2008). 

 

Le développement de nouvelles technologies comme l’utilisation de cellules pour présenter 

des antigènes lors du biopanning (ALFALEH et al, 2017) et le remplacement de phages par 

des levures ou des cellules de mammifères pourrait permettre de contourner ces limites 

(GERA et al, 2013) (HO et al, 2009).  
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1.8 Isolement d’anticorps monoclonaux par tri de lymphocytes B 

mémoire 

Les progrès technologiques en biologie cellulaire et moléculaire, et scientifiques en 

immunologie des lymphocytes B a permis l’avènement de nouvelles approches pour 

l’isolement et la production des anticorps monoclonaux, en particulier humains.  

Ces différentes approches ont été détaillées dans l’excellente revue de Pedrioli et Oxenius 

(PEDRIOLI et OXENIUS, 2021). Ainsi, le tri de lymphocytes B par cytométrie en flux ou FACS 

(Fluorescence-Activated Cell sorting) est une méthode permettant l’isolement de 

lymphocytes B mémoires dont les anticorps de surface ou « B cell receptor » (BCR) 

reconnaissent un antigène précis (Figure 10).  

Dans cette approche, les lymphocytes B mémoires sont sélectionnés sur la base de leur 

capacité à se lier à un antigène marqué avec une sonde fluorescente. Les cellules d’intérêt 

sont ensuite clonées à raison d’une cellule par puits dans des plaques de 96 puits. L’ARNm 

de ces cellules est ensuite extrait et rétro-transcrit en ADNc par RT-PCR. Les gènes 

d’immunoglobulines peuvent ainsi être amplifiés par PCR et clonés dans des vecteurs 

d’expression afin de permettre la production des anticorps correspondants (TILLER et al, 

2008).  

Cette approche, rendue possible par les progrès de la biologie moléculaire et le 

développement de PCR sur cellule unique, permet de conserver le couplage des chaînes 

lourde et légère. La production ensuite en cellules de mammifères permet des 

modifications post-traductionnelles natives, réduisant aussi le risque d’immunogénicité et 

d’agrégation (JEFFERIS et al, 2016). Les anticorps sélectionnés ainsi, ayant pour beaucoup 

subi le processus de maturation in vivo au sein des centres germinatifs des organes 

lymphoïdes secondaires, présentent généralement une forte affinité pour l’antigène 

reconnu et une faible réactivité contre les molécules du soi (CARTER et al, 2006). L’aspect 

haut débit du tri cellulaire rend possible le criblage de nombreuses cellules et l’identification 

d’anticorps rares. Une application notable a été l’isolement d’anticorps neutralisants à large 

spectre contre le VIH-1, reconnaissant la gp120 (WU et al, 2010) (ZHOU et al, 2010) 

(WALKER et al, 2009) (WALKER et al, 2011). 
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 Le recours à des antigènes protéiques recombinants constitue cependant une limite de 

cette technique. Par exemple, la conformation de la protéine recombinante ne mimant pas 

nécessairement celle de la protéine native, les épitopes exposés lors de la sélection des 

lymphocytes B ne sont peut-être pas accessibles dans la protéine native (MOODY et al, 

2008).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le tri de lymphocytes B spécifiques par FACS est maintenant une technique robuste et 

rapide permettant l’identification, l’isolement et la production d’anticorps humains. L’accès 

direct au répertoire d’anticorps humains représente un fort atout pour une finalité 

thérapeutique.  

Figure 10 : Isolement d’anticorps monoclonaux humains par tri de lymphocytes B mémoires exprimant 

des BCR spécifiques d’un antigène. Dans cette approche, les cellules mononuclées du sang périphérique 
(PBMCs) sont isolées à partir du sang total d’un donneur humain. Cette fraction du sang contient notamment 
les lymphocytes B.  Les lymphocytes B mémoires capables d’interagir avec un antigène donné via leurs 
anticorps de surface (BCR) sont triés à la fréquence d’une cellule par puits dans une plaque 96 puits. Les 
gènes d’immunoglobulines sont amplifiés à partir des ARNm par RT-PCR et PCR imbriqués. L’obtention et 
l’identification de ces gènes permet la production d’anticorps monoclonaux humains spécifiques de 
l’antigène utilisé lors du tri. Crée avec biorender.com 
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Cette technique nécessite cependant la production des anticorps afin de tester leur 

fonctionnalité sur le pathogène cible ce qui peut s’avérer laborieux et chronophage si le 

nombre d’anticorps isolés est élevé, et si les anticorps d’intérêt sont rares dans le 

répertoire.                 

 

Une autre approche permettant l’isolement d’anticorps monoclonaux en particulier 

humains consiste à trier l’ensemble des lymphocytes B mémoires d’un échantillon de PBMC 

à la fréquence d’une cellule par puits et de les activer via un cocktail de cytokines et de 

cellules nourricières pour induire la sécrétion des anticorps. Les surnageants de culture 

chargés d’anticorps peuvent ensuite être criblés en tests de fixation ou en tests fonctionnels 

in vitro pour identifier et ne produire que ceux qui possèdent les caractéristiques 

recherchées. Comme précédemment, les gènes d’immunoglobulines sont alors amplifiés 

par PCR à partir de cellules uniques, puis clonés dans des vecteurs d’expression.    

Cette méthode a aussi été utilisée avec succès pour isoler par exemple des anticorps 

neutralisants à large spectre contre le VIH (WRAMMERT et al, 2008) (SMITH et al, 2009) 

(WALKER et al, 2009) (WALKER et al, 2011).   

 

1.9 Souris transgéniques humanisées possédant un répertoire 

d’immunoglobuline humain 

 

Le développement de plusieurs lignées de souris transgéniques porteuses du répertoire 

anticorps humains permet aujourd’hui la production d’anticorps humains dans la souris 

(LONBERG et al, 1997) (MENDEZ et al, 1997) (ISHIDA et al, 2002) (MURPHY et al, 2014). 

L’anticorps monoclonal humain Panitumumab spécifique d’EGRF humain (epidermal 

growth factor receptor) indiqué pour le traitement du cancer colorectal a été le premier 

anticorps dérivé de souris humanisée à être accepté par la FDA en 2006 (JAKOBOVITS et al, 

2007).  

En conclusion, les progrès en matière d’isolement d’anticorps monoclonaux ont été 

spectaculaires au cours des deux dernières décennies et participent de la progression de 

ces molécules dans le champ clinique. Certaines des plateformes permettent l’isolement 

très rapide d’anticorps humains thérapeutiques fonctionnels. 
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 Durant la pandémie de SARS-CoV-2, des anticorps neutralisants ont été isolés grâce à des 

approches d’immunisation de souris humanisées et des approches d’isolement de cellules 

B mémoire de patients convalescents dans des délais compris entre quelques semaines et 

quelques mois, permettant une mise sur le marché extrêmement rapide. Les anticorps 

monoclonaux ont été le premier traitement efficace contre la COVID-19 mis à la disposition 

des cliniciens. L’équipe de Dennis Burton et collaborateurs a même décrit une approche 

permettant d’isoler des anticorps fonctionnels à partir de cellules B de patients infectés en 

seulement 10 jours (ROGERS et al, 2020). 
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Chapitre IV : Le système de sécrétion de type III, une 
cible attractive pour le développement d’anticorps 
monoclonaux humains contre P. aeruginosa 

 

 

Le rôle et l’importance de PcrV dans le mécanisme d’action du système de sécrétion de type 

III, détaillés au chapitre 2, font de cette protéine une cible intéressante pour le 

développement d’anticorps monoclonaux thérapeutiques.  

 

PcrV comme cible pour le développement d’anticorps 

monoclonaux 

 

Comme vu précédemment, l’expression de PcrV est requise pour la cytotoxicité et la 

virulence médiée par le SSTIII in vitro et in vivo (SAWA et al, 1999). Sawa et collègues ont, 

par exemple, montré que la délétion chromosomique du gène codant PcrV dans la souche 

PA103 s’accompagnait de l’abolition de la cytotoxicité sur une lignée cellulaire de 

macrophages (J774) et de sa virulence dans la souris (SAWA et al, 1999). Ces résultats 

soulignent l’importance de PcrV dans la pathogénicité induite par le T3SS de P. aeruginosa.   

 

 

 

Ces résultats ont tout d’abord motivé le développement d’IgG polyclonales anti-PcrV en 

immunisant des lapins avec la protéine PcrV recombinante.  

L’utilisation de ces anticorps a montré un blocage de la translocation d’ExoY et une 

réduction drastique de la cytotoxicité de PA103 sur des macrophages in vitro (SAWA et al, 

1999). 

 L’immunisation passive de souris par ces IgG polyclonales anti-PcrV ainsi que 

l’immunisation active avec PcrV recombinant ont confirmé ces résultats in vivo. Les souris 

immunisées ont bénéficié d’une protection complète contre l’infection par PA103 

contrairement aux souris non immunisées. Ces résultats ont fortement stimulé l’intérêt de 

la communauté scientifique pour PcrV comme cible pour le développement d’anticorps ou 

de vaccins. Une telle approche pourrait permettre de neutraliser la virulence médiée par le 
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SSTIII et ainsi de restaurer l’activité des macrophages, permettant l’élimination des 

bactéries par phagocytose (BARON et al, 2007) (SAWA et al, 1999) (HOWELL et al, 2013). Le 

SSTIII est uniquement exprimé par des souches pathogènes, cette approche n’aurait donc 

pas d’effet sur le microbiote.  

Contrairement aux antibiotiques, le ciblage de facteurs de virulence n’a pas d’effet direct 

sur la croissance et la viabilité des bactéries ce qui exerce une pression de sélection plus 

faible et réduit le risque d’apparition de résistances (FASCIANO et al, 2019) (CEGELSKI et al, 

2008) (LIAO et al, 2022).  

 

Tous ces travaux ont ensuite mené au développement d’anticorps monoclonaux contre 

PcrV. 

Anticorps monoclonaux Anti-PcrV  

  

1.1 Mab166, anticorps monoclonal murin anti-PcrV 

 

L’anticorps monoclonal murin anti-PcrV mab166 a été isolé à partir du criblage 

d’hybridomes obtenus de splénocytes de souris immunisées avec du PcrV recombinant 

(FRANK et al, 2002). Le mab166 a ainsi pu être isolé par criblage ELISA pour sa capacité à 

interagir avec PcrV ainsi qu’en criblage fonctionnel pour son activité d’inhibition de 

l’injection d’ExoU par la souche PA103. Le mab166 a été capable de protéger les souris dans 

un modèle de pneumopathie aiguë induite par PA103. L’addition de 50 µg et 10 µg de 

mab166 à un inoculum de PA103 (4 fois la dose létale) permet respectivement la protection 

de 90% et 80% des souris traitées 7 jours après l’infection. Dans le cadre d’une 

immunisation passive, l’administration de 100 µg de mab166 1 heure avant l’inoculation 

montre une protection totale. Les auteurs ont également mis en évidence un effet 

protecteur du Fab du mab166 similaire à l’anticorps complet, ce qui suggérait que la partie 

Fc et les fonctions effectrices ne sont pas requises pour la protection. Des expériences de 

cartographie d’épitope par Western-blot sur des fragments de PcrV et par la méthode de 

phage display ont montré que mab166 interagit avec la région 158-217 de PcrV. Le mab166 

a également été testé dans un modèle de pneumopathie aiguë induite par P.aeruginosa 

chez le rat (FAURE et al, 2002).  
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L’utilisation du mab166 et du mab166 Fab en co-administration avec PA103 ou 1 heure 

après l’inoculation des bactéries montre une réduction des différents marqueurs de 

dommages pulmonaires (œdème pulmonaire, acidose métabolique, fuite d’albumine 

marquée des poumons vers la circulation sanguine) comparé aux rats traités avec des IgG 

contrôles.  

Dans ce modèle, le mab 166 et le mab166 Fab semblaient avoir un effet protecteur 

équivalent montrant une tendance similaire à l’étude précédente.  

 

Il pourrait y avoir un bénéfice ou un effet synergique de l’utilisation des anticorps en 

combinaison avec des antibiotiques. Une étude a donc étudié l’efficacité du traitement à la 

tobramycine, comparé au mab166 ainsi qu’à une combinaison des deux agents dans un 

modèle de souris infectées par PA103 (3 fois la dose létale) (SONG et al, 2012). Les différents 

agents ont été injectés 1h avant infection. Il a été montré que le traitement par la 

tobramycine a réduit la charge bactérienne dans le sang et les poumons à 8h et 12h post-

infection (SONG et al, 2012). De plus, le traitement avec le mab166 permettait également 

une réduction significative des marqueurs de lésions pulmonaires (SONG et al, 2012). Un 

délai de mortalité entre les souris non traitées et les souris traitées avec le mab166 seul a 

été observé. Cependant, l’intégralité des souris du groupe traité avec le mab166 seul est 

décédée après 48h (SONG et al, 2012).  

 

 

Cette différence d’efficacité de l’anticorps par rapport à l’étude précédente pourrait 

provenir de la voie d’administration et de la quantité d’anticorps injectés : 30 µg par souris 

dans la veine caudale pour cette étude et 100 µg administrés par voie intrapéritonéale dans 

le cas de l’étude de FRANK et collaborateurs (FRANK et al, 2002). Cependant, une protection 

de 60% et de 90% des souris après 7 jours a été observée pour le traitement par la 

tobramycine et le traitement tobramycine+mAb166 respectivement.  

Ces données suggèrent qu’une action synergique entre les mécanismes d’action de 

l’antibiotique et de l’anticorps pourrait exister. Les auteurs ont ainsi émis l’hypothèse que 

la combinaison de l’effet bactéricide de l’antibiotique avec l’effet inhibiteur de la toxicité 

du SSTIII permettrait une élimination efficace des bactéries tout en évitant leur 

dissémination dans l’organisme grâce à la préservation de l’intégrité pulmonaire.   
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Le mab166 a également montré un effet protecteur chez la souris contre l’isolat R4, une 

souche clinique multi-résistante de P. aeruginosa (WANG et al, 2014). Parmi les isolats 

cliniques testés, l’expression de PcrV était similaire entre le groupe susceptible et le groupe 

résistant aux antibiotiques (WANG et al, 2014). 

 Dans cette étude, le mab166 a procuré une forte protection et une réduction de tous les 

marqueurs de lésions pulmonaires contre la souche R4 jusqu’à 24h post-infection. 

 La dose de 10 µg de mab166 co-instillée avec les bactéries a protégé 100 % des souris lors 

des 7 jours de l’étude. De plus, une réduction significative du nombre de bactéries a été 

observée dans le sang et les poumons à 6h et 12h post-infection suggérant un effet 

bactéricide du traitement (WANG et al, 2014). Les auteurs ont avancé l’hypothèse que le 

mab166 permettait de restaurer la fonction normale des cellules immunitaires impliquées 

dans l’élimination des bactéries en inhibant la sécrétion d’effecteurs toxiques pour ces 

cellules.  

Les résultats obtenus par ces études ont fait du mab166 un candidat prometteur pour une 

approche d’immunothérapie passive contre P. aeruginosa multi-résistant. L’origine murine 

de cet anticorps monoclonal limitait cependant son utilisation de cet anticorps en clinique 

et une version humanisée a donc été générée comme décrit ci-dessous. 

 

1.2 KB001-A 

 

Afin d’humaniser le mab166, le Fab 1A8 a été isolé à partir du criblage d’une banque 

génomique combinant les gènes des parties variables avec les gènes des régions constantes 

kappa et CH1 des lignées germinales humaines (BAER et al, 2009). Le CDR3 des chaînes 

lourdes et légères du mab166 a été greffé dans les parties variables humaines.  

Cette approche a permis le développement d’un Fab recombinant entièrement humain à 

l’exception du CDR3 d’origine murine. Le Fab 1A8 possède la même zone d’interaction sur 

PcrV que le mab166 comme montré par ELISA de compétition (BAER et al, 2009). L’affinité 

de ce Fab mesurée par « surface plasmon resonance » (SPR), de l’ordre de 0,6 nM, est 

même légèrement supérieure à celle du mab166 Fab qui est de 1,1 nM. Le Fab 1A8 a 

également été comparé au mab166 et au mab166 Fab dans un modèle de pneumopathie 

aiguë induite par PA103 chez la souris.  
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Le Fab 1A8 a démontré une efficacité légèrement supérieure à celle du mab166 Fab, 

particulièrement à faibles concentrations. Les auteurs ont proposé que l’affinité supérieure 

du Fab 1A8 serait la cause de cette différence d’efficacité (BAER et al, 2009).  

Le traitement des souris avec 1A8 est accompagné de l’élimination des bactéries au site de 

l’infection comme montré plus tard par Wang et collègues (WANG et al, 2014). À la suite 

des résultats prometteurs obtenus dans le modèle souris, une version du Fab 1A8 

conjuguée au polyéthylène glycol (PEG) nommé KB001-A a été développée par la société 

Kalobios (MILLA et al, 2014). La conjugaison avec le PEG a pour but d’augmenter la demi-

vie de l’anticorps, le format Fab a en effet une demi-vie très réduite in vivo (CHAPMAN, 

2002). Cet anticorps a été testé dans plusieurs essais cliniques portant sur l’évaluation de 

son innocuité et de son efficacité sur des patients en soins intensifs (FRANÇOIS et al, 2012) 

et sur des patients atteints de mucoviscidose (MILLA et al, 2014) (JAIN et al, 2018). L’essai 

clinique en phase 2a (NCT00691587) portant sur les patients en soins intensifs a inclus 39 

patients sous ventilation mécanique et colonisés par P. aeruginosa (FRANÇOIS et al, 2012). 

Un groupe de patients a reçu un placebo et deux groupes ont reçu les doses de 3 mg/kg et 

10 mg/kg de KB001 en intraveineuse. Le KB001-A a été bien toléré par les patients, aucune 

différence significative de développement d’effets indésirables n’a été observée entre les 3 

groupes.  

Lors des 28 jours d’observation de l’étude, respectivement 33% et 31% des patients ont 

développé une pneumopathie associée à P. aeruginosa dans les groupes traités à 3 mg/kg 

et 10 mg/kg contre 60 % dans le groupe placebo (FRANÇOIS et al, 2012). Cependant, le 

faible échantillon de patients n’a pas permis de considérer cette différence comme 

significative bien que ces résultats demeurent prometteurs pour une utilisation 

thérapeutique ultérieure.  

Milla et collègues ont conduit une étude de phase 1-2 (NCT00638365) afin de mesurer 

l’effet du KB001-A sur 27 patients atteints de mucoviscidose (MILLA et al, 2014).  

Le schéma d’administration, les doses d’anticorps et la durée d’observation ont été 

identiques à ceux de l’étude précédemment citée (FRANÇOIS et al, 2012). 

 Lors de l’étude, aucune différence dans les fonctions pulmonaires et respiratoires ou la 

charge bactérienne dans les poumons n’a été constatée entre les groupes bien que des 

souches de P. aeruginosa exprimant le SSTIII ont été détectées chez tous les patients.  
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Cependant, une diminution significative de marqueurs de l’inflammation tels que le nombre 

de neutrophiles et la quantité d’élastase a été notée chez les patients traités avec 3 mg/kg 

et 10 mg/kg suggérant un effet anti-inflammatoire du KB001-A sur les patients atteints de 

mucoviscidose (MILLA et al, 2014).  

Selon les auteurs, l’administration d’une dose unique du KB001-A serait insuffisante pour 

un effet de protection significatif contre P. aeruginosa dans un contexte de mucoviscidose.   

Afin de confirmer ces résultats, une autre étude de phase 2 (NCT01695343) incluant 182 

patients atteints de mucoviscidose et s’étalant sur 16 semaines a été menée (JAIN et al, 

2018). Les auteurs ont émis l’hypothèse que le traitement au KB001-A pourrait permettre 

de rallonger le délai nécessaire avant un traitement antibiotique. Prenant en compte les 

résultats de la précédente étude (MILLA et al, 2014), 5 doses de 10 mg/kg de KB001-A ont 

été administrées aux patients au cours de l’étude. De façon similaire à l’étude de Milla et 

collègues, une diminution significative de marqueurs de l’inflammation tels que l’élastase 

des neutrophiles et l’interleukine 8 a été observée (JAIN et al, 2018). Cependant, aucune 

différence significative du délai avant traitement antibiotique n’a été mesurée entre le 

groupe traité et le groupe placebo. L’hypothèse de la faible expression du SSTIII par P. 

aeruginosa dans un contexte d’infection chronique a été avancée pour expliquer cette 

absence d’effet du KB001-A (JAIN et al, 2004) (JAIN et al, 2008).  

 

1.3 V2L2MD 

 

L’anticorps humain V2L2-MD a été isolé à partir d’hybridomes provenant de cellules de 

souris VelocImmune immunisées avec PcrV recombinant (WARRENER et al, 2014). Ces 

souris possèdent une insertion de l’ordre de 6 Mpb contenant une partie du répertoire 

d’anticorps humain, permettant de produire des anticorps humains dans la souris (MURPHY 

et al, 2014). Dans cette étude, cet anticorps a été comparé au mab166 dans un modèle de 

pneumopathie aiguë chez la souris.  

Le V2L2-MD a montré un effet supérieur au mab166 dans la protection des souris infectées 

par les souches cytotoxiques ExoU + 6077 et 6206 ainsi que les souches invasives ExoS + 

6294 (WARRENER et al, 2014).  
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Cette tendance a été observée à la fois lorsque les anticorps ont été administrés en 

prophylaxie (24h avant l’infection) et en thérapie (1h après l’infection). Le V2L2-MD s’est 

montré également efficace à faible dose (0,2mg/kg) dans un modèle de bactériémie médié 

par l’isolat cytotoxique 6206 exprimant ExoU chez la souris. La réduction significative de la 

charge bactérienne dans les poumons, la rate et les reins observée supporte ces résultats. 

L’anticorps V2L2-MD a une affinité 50 fois plus haute pour PcrV que le mab166 ce qui peut 

expliquer les différences d’efficacité dans les différents modèles d’infection de cette étude. 

De plus, ces deux anticorps reconnaissent des épitopes différents sur PcrV, suggérant que 

la protéine dispose de plusieurs épitopes neutralisants dont certains pourraient être plus 

critiques que d’autres pour l’inhibition de l’injection d’effecteurs du SSTIII (WARRENER et 

al, 2014).  

 

1.4 MEDI3902 

   

Le MEDI3902 est un anticorps humain bi-spécifique antiPcrV et anti-PsI qui a été développé 

par la compagnie MedImmune (DIGIANDOMENICO et al, 2014). Initialement nommé 

BiS4αPa, cet anticorps a été conçu en insérant génétiquement les séquences codant pour 

le scfv d’un anticorps anti-PsI nommé Cam-003 et précédemment isolé par phage display, 

(DIGIANDOMENICO et al, 2012) entre la région hinge et le Fab de l’anticorps V2L2-MD décrit 

ci-dessus (WARRENER et al, 2012) (Figure 11).  

Comme décrit au chapitre II, PsI est un exopolysaccharide impliqué dans l’adhérence de P. 

aeruginosa aux cellules de l’hôte et dans la formation de biofilm (JACKSON et al, 2004) 

(BYRD et al, 2009) (MA et al, 2012). En ce sens, c’est une cible potentielle pour des 

approches thérapeutiques.  

L’anticorps MEDI3902 a montré une efficacité similaire à celle des anticorps parentaux dans 

des tests d’adhérence cellulaire et d’opsonophagocytose pour la composante anti-PsI, et de 

cytotoxicité pour la composante anti-PcrV. 
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Les auteurs ont également comparé le MEDI3902 avec une combinaison des deux anticorps 

parentaux en administration prophylactique (24h avant infection) dans un modèle de 

pneumopathie aiguë chez la souris (DIGIANDOMENICO et al, 2014). De façon surprenante, 

l’administration de faibles doses de MEDI3902 a permis de réduire significativement la 

mortalité des souris infectées par les isolats cytotoxiques 6206 et 6077 alors que la 

combinaison des anticorps anti-PcrV et anti-PsI a montré une protection faible ou nulle à 

ces concentrations. Ces résultats ont suggéré une synergie entre les mécanismes d’actions 

des composantes anti-PcrV et anti-PsI du MEDI3902. Cette synergie a été confirmée en 

testant plusieurs versions du MEDI3902 dont les composantes anti-PcrV ou anti-PsI ont été 

remplacées par des fragments contrôles. Selon les auteurs, l’efficacité accrue du MEDI3902 

résulterait donc de son format bi-spécifique et de la synergie opérée entre sa composante 

anti-PsI et anti-PcrV. L’avidité de la composante anti-PsI pour cet exopolysaccharide 

fortement représenté à la surface de la bactérie pourrait permettre une forte concentration 

locale de MEDI3902 ainsi qu’une activité anti-PcrV renforcée, PcrV étant exprimé en faible 

quantité à la surface. De plus, l’activité d’inhibition de la cytotoxicité du SSTIII médiée par 

la composante anti-PcrV pourrait avoir une action synergique avec l’effet opsonisant de la 

partie anti-PsI du MEDI3902, permettant une élimination efficace des bactéries tout en 

protégeant les tissus et les cellules immunitaires de l’hôte.  

Figure 11 : Assemblage des différentes sous-unités du MEDI3902. Les fragments Fc et le domaine 

charnière sont présentés en vert et vert-foncé. La chaîne lourde du scFv anti-PsI est en orange foncé, la 
chaîne légère en orange clair. La chaîne lourde du Fab anti-PcrV est colorée en bleu foncé, la chaîne 
légère en bleu clair. La partie correspondant aux CDRs (complementarity determining regions) du Fab 
est indiquée en rouge foncé et rouge clair. Ces différents domaines ont été modélisés dans Pymol et 
assemblés sur PowerPoint par l’auteur. (DiGiandomenico et al, 2014).  
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Cette hypothèse est notamment supportée par la forte réduction de la charge bactérienne 

chez les souris traitées avec le MEDI3902.  

De façon intéressante, l’administration à des doses infra-thérapeutiques d’une combinaison 

de tobramycine et de MEDI3902 a permis de réduire significativement la mortalité de souris 

infectées par l’isolat 6077 résistant à la tobramycine comparé à chaque composant 

administré de façon indépendante. Les auteurs ont suggéré un effet synergique entre le 

MEDI3902 et le traitement antibiotique qui pourrait s’avérer utile dans la lutte contre les 

infections causées par les bactéries multi-résistantes. 

 Afin de déterminer la prévalence des cibles du MEDI3902, les génomes de 913 isolats 

cliniques provenant de 45 pays différents et collectés entre 2003 et 2014 ont été séquencés 

(TABOR et al, 2018). PcrV et PsI ont respectivement été détectés dans 99% et 94% des 

souches. En alignant les séquences de PcrV des isolats étudiés avec le PcrV de PAO1, les 

auteurs ont mis en évidence la présence de substitutions d’acides aminés sur 35 positions 

menant à l’identification de 46 isotypes de PcrV. La résolution de la structure du complexe 

V2L2Fab-PcrV (fragment comprenant les acides aminés 1-17 fusionnés avec les acides 

aminés 149-236) a permis de déterminer les épitopes de PcrV reconnus par le MEDI3902. 

Aucun de ces épitopes n’est situé aux positions polymorphiques, l’interaction entre le 

MEDI3902 et les différents isotypes a été confirmée par Western-Blot (TABOR et al, 2018).  

À la suite des essais encourageants chez l’animal, un essai clinique en phase 1 

(NCT02255760) a été conduit sur une cohorte de 56 sujets sains afin de s’assurer de 

l’innocuité du MEDI3902 et de mesurer ses propriétés pharmacocinétiques (ALI et al, 2019). 

Lors des 61 jours de l'étude, l'effet indésirable le plus commun a été l’apparition de 

démangeaisons chez certains sujets, cependant aucun effet indésirable sérieux n’a été 

détecté. Avec des doses croissantes de MEDI3092 administrées aux sujets, il a été montré 

une pharmacocinétique linéaire de l’anticorps. Au jour 28, le sérum des patients ayant reçu 

des doses supérieures à 750 mg renfermait encore une concentration détectable de 

MEDI3902 dans le sérum (>5,3 ug/mL) (TABOR et al, 2018). Ces résultats ont été suffisants 

pour la poursuite en phase 2 de l’essai clinique (NCT02696902) (CHASTRE et al, 2020). Cette 

étude a été menée sur 168 patients positifs pour P. aeruginosa dans le tractus respiratoire 

inférieur. Une dose de 1500mg de MEDI3902 a été administrée à 83 patients, les autres 

patients ont reçu un placebo.  
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Les valeurs pharmacocinétiques observées chez les patients traités se sont avérées bien 

supérieures à la valeur cible avec une concentration sérique moyenne de 9,46 ug/mL (cible 

1,7 ug/mL). Cependant, la mortalité du groupe traité (28,2%) a été supérieure au groupe 

placebo (22,9%) bien que cette différence ne soit statistiquement pas significative. Une 

efficacité a néanmoins été observée chez les patients montrant un faible niveau de 

marqueurs de l’inflammation, suggérant que le MEDI3902 pourrait avoir une efficacité chez 

ce profil de patients.  

 

À ce jour, aucun anticorps anti-PcrV est disponible sur le marché. Les essais chez les animaux 

avec les anticorps développés ont été encourageants mais peu transposables aux essais sur 

l’humain. En tout état de cause, en raison de son importance dans la pathogénicité de 

Pseudomonas aeruginosa, PcrV demeure une cible fortement intéressante pour le 

développement d’anticorps monoclonaux.  
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Projet de thèse :  
 

1) Contexte  
 

Comme expliqué précédemment, la résistance aux antibiotiques est un problème croissant 

de santé publique mondiale faisant peser une charge croissante sur les hôpitaux. Les 

prévisions des organismes de surveillance sont alarmantes et l’urgence de développer des 

approches alternatives aux antibiotiques n’a jamais été aussi grande. Les anticorps 

présentent de nombreux avantages pour lutter contre les bactéries. En particulier, leur 

grande spécificité ́permet d’éviter le développement de résistances croisées et l’altération 

du microbiote. De plus, l'ingénierie des anticorps a fait d’énormes progrès au cours des 

dernières années, et permet notamment l’obtention de demi-vies longues, d’affinité très 

élevées, de molécules multi-spécifiques, ainsi qu’une diminution très significative des coûts 

de production. Par ailleurs, dans leur utilisation antibactérienne, les anticorps pourraient 

être utilisés seuls, mais aussi en synergie avec des traitements antibiotiques.  

La génétique et les mécanismes de pathogenèse de P.aeruginosa ont été largement 

documentés dans la littérature ces dernières décennies. Le statut de pathogène prioritaire 

couplé à la grande quantité d’informations disponibles ainsi que l’expertise des équipe 

PBRC et PATBAC de l’IBS de Grenoble ont motivé le choix de P.aeruginosa comme cible pour 

l’isolement d’anticorps monoclonaux humains.  

Cette thèse s’est déroulée en co-tutelle entre l’équipe anticorps et maladies infectieuses 

(AID) menée par Pascal Poignard et l’équipe pathogenèse bactérienne (PATBAC) dirigée par 

Andréa Dessen.  

L’équipe AID dispose d’une forte expertise dans l’isolement d’anticorps monoclonaux 

humains, P.Poignard ayant été impliqué dans la découverte des premiers anticorps 

neutralisants à large spectre contre le VIH-1 (WALKER et al, 2009) (WALKER et al, 2011). 

L’équipe PATBAC a grandement participé à la caractérisation des protéines PcrV (GOURE et 

al, 2004) (SCHOEN et al, 2003) et PscF (QUINAUD et al, 2005) (LOMBARDI et al, 2019) en 

collaboration avec l’équipe PBRC menée par Ina Attrée. L’équipe PBRC a notamment 

développé le test fonctionnel permettant de mesurer l’injection de l’effecteur ExoS dans 

des cellules A549 qui a été utilisé pour cribler les anticorps isolés lors de cette thèse.  
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2) Sujet de thèse :  
 

À l’heure actuelle, il n’existe pas d’anticorps humains disponibles pour traiter les infections 

bactériennes. La majorité des anticorps antibactériens décrits sont directement dérivés de 

modèles animaux ou ont subi un processus d’humanisation. L’objet de cette thèse a été 

d’isoler des anticorps purement humains ciblant les protéines PcrV et PscF avec une finalité 

thérapeutique. Nous avons pour cela utilisé une approche consistant à isoler des 

lymphocytes B mémoire IgG+ de patients infectés par P.aeruginosa en utilisant les facteurs 

de virulence PcrV et PscF sous forme recombinante. La première étape de cette thèse a 

consisté à produire les protéines PcrV et PscF dans E.Coli. Ces dernières ont été utilisées 

pour cribler les sérums de patients atteints de mucoviscidose par ELISA afin de constituer 

une cohorte de patients présentant de forts titres en anticorps pour les cibles d’intérêt. Les 

anticorps de ces patients ont ensuite été testés pour leur capacité à inhiber l’injection de la 

toxine ExoS dans des cellules A549 in vitro. Afin d’isoler les anticorps monoclonaux chez les 

individus sélectionnés, les lymphocytes B mémoire IgG+ spécifiques des cibles d’intérêts 

ont été triées par cytométrie en flux en utilisant les protéines recombinantes conjuguées à 

la streptavidine marquée par fluorochrome. Les gènes d’immunoglobulines des cellules B 

spécifiques ont ensuite été amplifiés par PCR sur cellule unique et séquencés afin de 

permettre l’identification des couples chaîne lourde/chaîne légère d’intérêt. Les gènes 

d’immunoglobulines appropriés ont pu être clonés dans des vecteurs d’expression et 

produits dans un système d’expression de cellules mammifères (HEK293F). Après 

purification par chromatographie d’affinité à la protéine A, la spécificité des anticorps 

produits pour les cibles a été vérifiée par ELISA. Les anticorps démontrant une forte 

interaction avec PcrV ou PscF ont été sélectionnés et leur capacité à inhiber l’injection 

d’ExoS dans des cellules A549 a été testées in vitro. Les meilleurs candidats en tests 

fonctionnels de neutralisation ont été choisis pour une plus ample caractérisation de leur 

affinité et de leur épitope.  
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Figure 12 : Représentation schématique de l’approche d’isolement d’anticorps monoclonaux humains utilisé lors de ce projet. 
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Matériel et méthodes :  
 

 

Obtention des plasmides pET15b(His-PcrV) et pET22B(PscF-His) 

 

Le plasmide pET15b codant pour le gène de PcrV (PAO1) générant une protéine avec une 

étiquette hexahistidine en N-terminal et le plasmide (pET22b) codant pour le gène de PscF 

(PAO1) générant une protéine avec une étiquette hexa-histidine en C-terminal ont été 

gracieusement fournis par Viviana Job de l’équipe PBRC de l’IBS de Grenoble.  

 

Construction pESPRIT001-His-PcrV-Avitag 

 
La séquence codant PcrV (PAO1) a été amplifiée par PCR à partir du plasmide pET15b (His-

PcrV) en utilisant les amorces sens Forward-Infusion-pESPRIT-HisPcrVAvitag et antisens 

Reverse-Infusion-pESPRIT-HisPcrVAvitag (Annexe 1). La séquence codant PcrV a été inséré 

entre les sites AatII et NsiI du pESPRIT002 (YUMEREFENDI et al, 2010) par recombinaison 

homologue à l’aide du kit Infusion (Takara Bio #638952).  

 

Construction pESPRIT002-His-PscF-Avitag  

 

La séquence codant PscF (PAO1) a été amplifiée par PCR à partir du plasmide pET22b (PscF-

His) en utilisant les amorces sens Forward-Infusion-pESPRIT-HisPscFAvitag et antisens 

Reverse-Infusion-pESPRIT-HisPscFAvitag (Annexe 1). La séquence codant PscF a été inséré 

entre les sites AatII et NsiI du pESPRIT002 (YUMEREFENDI et al, 2010) par recombinaison 

homologue à l’aide du kit Infusion (Takara Bio# 638952).  
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Expression et purification de pET15b(His-PcrV)  

 
Le plasmide pET15b-His-PcrV a été transféré dans la souche d’E.coli BL21 DE3 par 

transformation bactérienne. Les bactéries ont été cultivées en milieu LB supplémenté par 

50 µg/mL de kanamycine à 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’à atteindre une densité 

optique mesurée à 600 nm de 0,8 (DO600=0,8). L’expression de la protéine d’intérêt a été 

induite par l’ajout de 1 mM d’IPTG et les cellules ont ensuite été cultivées pendant 3h à 

37°C sous agitation à 200 rpm.  

Les bactéries ont ensuite été récoltées par centrifugation à 2900 rcf pendant 30 min et le 

culot a été repris dans 50 mL de tampon de lyse (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 20 mM 

imidazole et 1 tablette de Cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmplete™, EDTA-free 

(ROCHE #5056489001). Les cellules ont été lysées à l’aide d’un microfluidiseur à 25 kPsi puis 

centrifugées pendant 1h à 30 000 rcf à 4°C. Le surnageant a été incubé avec 3 mL d’agarose 

NiNTA Superflow (Qiagen référence : 30410) pré-équilibrés avec le tampon A (50 mM Tris 

pH 8, 0,2M NaCl, 20 mM imidazole) dans une colonne de gravité. La colonne a été lavée 

avec 60 mL de tampon A et la protéine a été éluée avec 30 mL de tampon B (50 mM Tris pH 

8, 0,2M NaCl, 100 mM imidazole). La fraction éluée a été concentrée jusqu’à 500 µL dans 

un concentrateur Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit 10kDa MWCO (Merck-Millipore 

référence : UFC901024) et injectée sur colonne d’exclusion de taille Superdex 200 10/300 

increase (Cytiva #28990944) pré-équilibrée dans le tampon C (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 

1 mM EDTA) puis éluée avec le tampon C (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 1 mM EDTA). La 

pureté de l’échantillon a été vérifiée par SDS-PAGE.  

 

 

Expression et purification de pESPRIT(His-PcrV-Avitag) 

 

Le plasmide pESPRIT contenant le gène codant PcrV (PAO1) avec une étiquette 

hexahistidine en N-terminal et une étiquette Avitag en C-terminal a été transféré dans la 

souche d’E.coli BL21 DE3 par transformation bactérienne. Les bactéries ont été cultivées en 

milieu LB supplémenté par 50 µg/mL de kanamycine à 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’à 

atteindre une DO600=0,8.  
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L’expression de la protéine d’intérêt a été induite par l’ajout de 1 mM d’IPTG et les cellules 

ont ensuite été cultivées pendant 3h à 37°C sous agitation à 200 rpm.  

Les bactéries ont ensuite été récoltées par centrifugation à 2900 rcf pendant 30 min et le 

culot a été repris dans 50 mL de tampon de lyse (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 20 mM 

imidazole et 1 tablette de Cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmplete™, EDTA-free 

(ROCHE #5056489001). Les cellules ont été lysées à l’aide d’un microfluidiseur à 25 kPsi puis 

centrifugées pendant 1h à 30 000 rcf à 4°C. Le surnageant a été incubé avec 3 mL d’agarose 

NiNTA Superflow (Qiagen #30410) pré-équilibrés avec le tampon A (50 mM Tris pH 8, 0,2M 

NaCl, 20 mM imidazole) dans une colonne de gravité. La colonne a été lavée avec 60 mL de 

tampon A et la protéine a été éluée avec 30 mL de tampon B (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 

100 mM imidazole). La fraction éluée a été concentrée jusqu’à 500 µL dans un 

concentrateur Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filter Unit 10kDa MWCO (Merck-Millipore 

#UFC901024) et injectée sur une colonne d’exclusion de taille Superdex 200 10/300 

increase (Cytiva #28990944) pré-équilibrée dans le tampon C (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 

1 mM EDTA) puis éluée avec le tampon C (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 1 mM EDTA). La 

pureté de l’échantillon a été confirmée par SDS-PAGE.  

 

Expression et purification de pET22b-PscF-His  

 

Le plasmide pET22b-PscF-His a été transféré dans la souche d’E.Coli BL21 DE3 par 

transformation bactérienne. Les bactéries ont été cultivées en milieu TB supplémenté par 

50 µg/mL de kanamycine à 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’à atteindre une DO600=0,8. 

L’expression de la protéine d’intérêt a été induite par l’ajout de 1 mM d’IPTG et les cellules 

ont ensuite été cultivées pendant 3h à 37°C sous agitation à 200 rpm. Les bactéries ont 

ensuite été récoltées par centrifugation à 2900 rcf pendant 30 min et le culot a été repris 

dans 50 mL de tampon de lyse (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 20 mM imidazole, 2% glycérol 

et 1 tablette de Cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmplete™, EDTA-free (ROCHE 

#5056489001). Les cellules ont été lysées à l’aide d’un microfluidiseur à 25 kPsi puis 

centrifugées pendant 1h à 30 000 rcf à 4°C. Le surnageant a été incubé avec 3 mL de 

d’agarose NiNTA Superflow (Qiagen #30410) pré-équilibrée avec le tampon A (50 mM Tris 

pH 8, 0,2M NaCl, 20 mM imidazole, 2% glycérol) dans une colonne de gravité.  



65 

 

La colonne a été lavée dans 60 mL de tampon A et la protéine a été éluée avec 30 mL de 

tampon B (50 mM Tris pH 8, 0.2M NaCl, 100 mM imidazole). La pureté de l’échantillon a été 

confirmée par SDS-PAGE.  

 

Expression et purification de pESPRIT(His-PscF-Avitag)  

 

Le plasmide (pESPRIT) contenant le gène de PscF (PAO1) avec une étiquette hexahistidine 

en N-terminal et une étiquette Avitag en C-terminal a été transféré dans la souche d’E.Coli 

BL21 DE3 par transformation bactérienne. Les bactéries ont été cultivées en milieu LB 

supplémenté par 50 µg/mL de kanamycine à 37°C sous agitation (200 rpm) jusqu’à atteindre 

une DO600=0,8. L’expression de la protéine d’intérêt a été induite par l’ajout de 1 mM 

d’IPTG et les cellules ont ensuite été cultivées pendant 3h à 37°C sous agitation à 200 rpm. 

Les bactéries ont ensuite été récoltées par centrifugation à 2900 rcf pendant 30 min et le 

culot a été repris dans 50 mL de tampon de lyse (50 mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 20 mM 

imidazole, 2% glycérol et 1 tablette de Cocktail d’inhibiteurs de protéases cOmplete™, 

EDTA-free (ROCHE #5056489001). Les cellules ont été lysées à l’aide d’un microfluidizer à 

25 kPsi puis centrifugées pendant 1h à 30 000 rcf à 4°C. Le surnageant a été incubé avec 3 

mL de d’agarose NiNTA Superflow (Qiagen #30410) pré-équilibrée avec le tampon A (50 

mM Tris pH 8, 0,2M NaCl, 20 mM imidazole, 2% glycérol) dans une colonne de gravité. La 

colonne a été lavée dans 60 mL de tampon A et la protéine a été éluée avec 30 mL de 

tampon B (50 mM Tris pH 8, 0.2M NaCl, 100 mM imidazole). La pureté de l’échantillon a été 

confirmée par SDS-PAGE. 

 

Protocole de recherche ABAC-IBS 

 

Le protocole ABAC-IBS (NCT04335383) est une étude rétrospective et prospective 

monocentrique RIPH III (recherche impliquant la personne humaine). Cette étude a été 

effectuée en collaboration avec les services de virologie, de bactériologie de l’IBP du CHU 

Grenoble Alpes et le service de pneumologie du CHU Grenoble Alpes.   

Lors de la phase rétroprospective, les sérums de 34 patients majeurs ayant un diagnostic 

positif de mucoviscidose et une sérologie positive à P.aeruginosa ont  été criblés sur la base 
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de l’interaction avec PcrV et PscF recombinants ainsi que sur leur fonction d’inhibition du 

SSTIII. Les critères d’inclusion de la phase prospective regroupent des patients majeurs de 

plus de 32kg, sélectionnés lors de la phase prospective de l’étude ayant un suivi programmé 

au CHUGA avec prélèvement sanguin sanitaire et consentant à l’inclusion dans l’étude par 

leur non-opposition. Un prélèvement sanguin unique de 1 mL/kg (avec une limite de 50 mL) 

a été effectué au décours du soin dans des tubes de prélèvement EDTA.  

 

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

 

Les protéines à tester concentrées à 5 µg/mL ont été adsorbées par incubation à 4°C 

pendant une nuit dans les puits de microplaques 96 puits (Thermo Scientific™) à raison de 

50µl par puits. Les plaques ont été lavées 3 fois avec un tampon de lavage (PBS 1X, Tween 

20 0,05% pH 7.2) puis incubées avec une solution de blocage (PBS 1X pH 7.2, BSA 3%) 

pendant 1h à température ambiante. Après élimination du tampon de blocage, les sérums 

de patients atteints de mucoviscidose dilués dans du PBS 1X pH7,2 BSA 1% (50 µL/puits) ont 

été mis en contact avec les protéines pendant 1h à température ambiante. Les plaques ont 

été lavées 3 fois avec le tampon de lavage et les complexes protéines-anticorps ont été 

incubés avec la solution d’anticorps secondaires (PBS 1X, BSA 1%, anti-humain Fcγ conjugué 

à la phosphatase alcaline produit dans la chèvre 1 :5000) (Jackson Immuno référence : 109 

056 098) pendant 1h à température ambiante. Après 3 lavages, 50 µL de PNPP (Interchim 

référence : UP 664791) ont été ajoutés dans chacun des puits et les plaques ont été 

incubées à température ambiante pendant 30 min à l’obscurité. L’absorbance a été 

mesurée par un lecteur de plaque Spark® (TECAN) à une longueur d’onde de 405 nm.  

 

 

 

 

Figure 13 : Représentation schématique de la technique Enzyme-Linked Immunosorbent assay (ELISA). Les 

antigènes sont adsorbés au fond des puits d’une plaque 96 puits pendant une nuit à 4°C (1). Les anticorps 
primaires à tester sont incubés avec les antigènes (2).  Un anticorps secondaire conjugué à la phosphatase alcaline 
spécifique de l’anticorps primaire est ensuite incubé avec le complexe antigène-anticorps primaire (3). L’ajout du 
substrat PNPP de la phosphatase alcaline produit une réaction enzymatique qui révèle la présence de l’anticorps 
primaire (4). Un lavage des plaques est effectué entre chaque étape. Créé avec BioRender.com 
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ELISA de compétition contre His-PcrV  

 

La solution de protéine His-PcrV concentrée à 5 µg/mL a été déposée (50µl) dans les puits 

de microplates 96 puits (Thermo Scientific™). Les protéines ont été adsorbées par 

incubation à 4°C pendant la nuit. Les plaques ont été lavées 3 fois avec un tampon de lavage 

(PBS 1X pH7.2, Tween 20 0,05%) puis incubées avec une solution de blocage (PBS 1X pH 7.2, 

BSA 3%) pendant 1h à température ambiante. Après élimination du tampon de blocage, les 

anticorps biotinylés dilués à l’EC70 dans du PBS 1X pH7,2 BSA 1% (50 µL/puits) ont été mis 

en contact avec les protéines pendant 30 min à température ambiante. Les anticorps 

compétiteurs dilués en cascade dans du PBS 1X pH7,2 BSA 1% ont ensuite été incubés avec 

le complexe anticorps-PcrV pendant 30 min à température ambiante. Les plaques ont été 

lavées 3 fois et incubées avec de la streptavidine couplée à la phosphatase alcaline (ROCHE 

référence : 11089161001) pendant 30 min à température ambiante. Après 3 lavages, 50 µL 

de PNPP (Interchim #UP664791) ont été ajoutés dans chacun des puits et les plaques ont 

été incubées à température ambiante pendant 30 min à l’obscurité. L’absorbance a été 

mesurée par un lecteur de plaque Spark® (TECAN) à une longueur d’onde de 405 nm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation schématique de la technique d’ELISA de compétition. Les antigènes sont co-

incubés avec un anticorps compétiteur et un anticorps biotinylé. Après une étape de lavage, la streptavidine 
conjuguée à la phosphatase alcaline est ajoutée et la présence de l’anticorps biotinylé est révélée par ajout 
de PNPP. Dans le cas où les anticorps ne partagent pas le même épitope, l’anticorps biotinylé est présent et 
la réaction enzymatique peut se produire. Dans le cas d’une compétition entre les deux anticorps pour 
l’interaction avec un même épitope de l’antigène, l’anticorps biotinylé est éliminé et la réaction enzymatique 
ne peut pas se produire. Crée avec BioRender.com 
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Test d’infection des A549 avec la souche CHAdeltaExoSattB : exoS-

bla en présence de sérums humains de patients atteints de 

mucoviscidose et de solution d’IgG purifiées à partir de ces 

sérums.  

 

Ce test fonctionnel développé dans l’équipe PBRC d’Ina Atrée de l’IBS de Grenoble permet 

de mesurer l’injection d’un effecteur du SSTIII, la toxine ExoS dans un modèle cellulaire. 

Pour cela, des cellules A549 ont été infectées par la souche CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla 

délétée du gène codant pour la toxine ExoS et complémentée par un gène codant pour ExoS 

fusionné à la β-lactamase. L’ajout de CCF2-AM, un substrat fluorescent clivable par la β-

lactamase permet de mesurer l’injection de la toxine ExoS dans les cellules A549. En effet, 

en cas d’absence d’infection, le CCF2 diffuse dans les cellules et émet une fluorescence 

verte par FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer). 

 En cas d’injection de la protéine de fusion ExoS-bla, le clivage du CCF2 rompt le FRET et il 

est possible d’observer un décalage de fluorescence du vert vers le bleu (Figure 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Représentation schématique de l’infection de CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla sur une cellule 

eucaryote. L’injection d’un effecteur fusionné à la β-lactamase induit le clivage du CCF2-AM induisant la 
rupture du FRET et un décalage de fluorescence. PECHOUS et al 2015 

https://www.researchgate.net/profile/Roger_Pechous
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Les cellules A549 (cellules épithéliales pulmonaires adénocarcinomiques) ont été 

ensemencées dans une plaque 96 puits (20 000 cellules/puits) en présence de DMEM + 5% 

SVF. Parallèlement, 4 mL de LB ont été ensemencés avec la souche CHAdeltaExoSattB::exoS-

bla et incubés pendant la nuit à 37°C sous agitation à 200 rpm. Les bactéries ont été diluées 

afin d’obtenir un MOI (multiplicity of infection) de 5, soit 5 fois plus de bactérie que de 

cellules dans du DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) + 5% SVF (sérum de veau 

Fœtal), puis incubées avec les cellules A549 en présence d’une dilution en cascade des 

sérums ou des solutions d’IgG testées pendant 3h à 37°C, 5% CO2. Le contenu des puits a 

été éliminé et incubé en présence de CCF2-AM (Thermofischer scientific #K1096) pendant 

2h à température ambiante. La lecture de la fluorescence bleue (Ex :405 nm ; Em :460 nm) 

et verte (Ex : 405 nm Em: 538)  a été effectuée à l’aide d’un fluorimètre Fluoroskan Ascent 

FL pendant l’incubation (Thermo scientific #5210450).  

 

Biotinylation de His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag 

 

Les protéines His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag ont été biotinylées à l’aide du kit Bulk-BirA 

(Adivity référence : NC 92 04 985) en suivant les instructions du fabricant. BirA est une 

biotine ligase catalysant la conjugaison d’une biotine sur la lysine de l’Avitag 

(GLNDIFEAQKIEWHE) (FAIRHEAD et al, 2015). Brièvement, 70,8 pmoles de la biotine ligase 

BirA ont été incubés avec 50 nmoles de protéine dans un tampon contenant 50 mM Bicine 

pH 8,3 ; 10 mM ATP ; 10 mM Mg2+ acétate ; 50 µM d-biotine, pendant 2h à température 

ambiante. La D-biotine libre et l’enzyme BirA ont été éliminées par purification de His-PscF-

Avitag par chromatographie d’affinité au Nickel comme détaillé précédemment. L’efficacité 

de biotinylation a été mesurée par incubation de 10 µg de protéines biotinylées avec 30 µL 

d’agarose conjugué à la Neutravidin™ (Thermo Scientific référence : 29200) pendant 2h à 
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température ambiante (Figure 16). L’agarose a été séparé du surnageant et les deux 

fractions ont été dénaturées dans du tampon de charge de protéine (10% SDS, 500mM DTT, 

50% glycérol, 250mM Tris-HCL and 0.5% bromophénol blue dye, pH6.8) par chauffage à 

98°C pendant 5 min. Le surnageant (Bound) a ensuite été récupéré et comparé avec le 

surnageant (Unbound) par SDS-PAGE gradient (4-20%).  

 

 

Déplétion des anticorps spécifiques de His-PcrV-Avitag et His-PscF-

Avitag des solutions d’IgG totales des donneurs 

 

Les protéines His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag ont été fixées de façon covalente sur des 

billes magnétiques MyOne activées au tosyle (Invitrogen référence : 655.01) pré-équilibrées 

dans le tampon d’adsorption (0,1M Na Borate pH 9,5, 1M (NH4)2SO4) par incubation à 37°C 

pendant 24h. Le surnageant a été éliminé et les billes ont été incubées par le tampon de 

blocage (PBS 1X pH 7.2, 0,5% BSA, 0,05% Tween 20) pendant 24h à 37°C.  

Figure 16 : Représentation schématique de la vérification de la présence de biotine sur les protéines porteuses 

d’Avitag. À la suite de la biotinylation, les protéines porteuses d’Avitag ont été mises en contact avec de l’agarose 
conjugué à la Neutravidine. Après 2h d’incubation à température ambiante, les fractions liées à la résine et les 
fractions non liées ont été séparées par centrifugation. Ces deux fractions ont été comparées par SDS-PAGE. 
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Après lavage avec le tampon de lavage (PBS 1X pH 7.2, 0,1% BSA, 0,05% Tween20), les 

sérums ou les solutions d’IgG à dépléter ont été incubés 30 min à température ambiante.  

Après incubation, le surnageant (fraction déplétée) a été récupéré et les anticorps fixés sur 

les billes magnétiques ont été élués par une solution de glycine pH 2.5.  

Les éluats ont immédiatement été neutralisés par ajout d’une solution de Tris pH 9 puis 

lavés avec du tampon de lavage. Afin d’assurer une déplétion complète, trois cycles de 

déplétion ont été effectués successivement.  

 

 

Isolement des cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) 

à partir du sang total 

 

Le sang total de patients atteints de mucoviscidose a été récolté dans des tubes 

anticoagulant EDTA par les cliniciens en charge des prélèvements selon le protocole ABAC-

IBS soit 1mL/kg avec une limite à 50 mL par patient. L’ensemble des prélèvements de 

chaque patient a été séparé en fraction de 25 mL et lentement ajouté à 7 mL de milieu de 

séparation des lymphocytes (Eurobio scientific #MSMSL01-01). Les cellules mononuclées 

du sang périphérique ont ensuite été séparées des autres fractions par centrifugation sur 

gradient de densité à 1100 rcf pendant 30 min. La fraction contenant les PBMC a été 

recueillie et lavée avec 50 mL de PBS 1X. Après centrifugation à 350 rcf pendant 5 min, le 

surnageant a été éliminé et le culot repris dans un tampon de lyse des hématies (Eurobio 

scientific #CMSLYS00-07) suivi d’une incubation de 5 min à température ambiante. Après 

un second lavage par 50 mL de PBS 1X, les cellules ont été centrifugées 5 min à 350 rcf et le 

culot a été repris dans 800 µL de sérum de veau fétal (SVF) (Eurobio #CVFSVF00 01), enfin 

les cellules ont été dénombrées dans une cellule de Kova (référence : SY5020).  Les cellules 

ont été diluées à 10 millions/mL dans une solution de congélation (90% SVF, 10% DMSO) 

puis congelées dans l’azote liquide.   
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Isolement d’anticorps monoclonaux à partir de cellules 

mononuclées du sang périphérique 

 

1.1 Tri direct de lymphocytes B mémoire exprimant à leur surface des 

anticorps spécifiques des PcrV et PscF recombinants 

 

Les anticorps Miltenyi REA suivants ont été utilisés pour marquer les cellules mononuclées 

du sang périphérique (PMBC) avant le tri par cytométrie en flux : anti-CD3 (#130-114-519), 

anti-CD19 (#130-113-649), anti-CD20 (#130-113-649), anti-CD27 (#130 - 108 – 336), anti-

IgM (#130-113-476), anti-IgD (#130-110-643) et anti-IgA (#130-113-476). Un marquage 

live/dead Thermofisher a également été utilisé (#L34957). L’antigène His-PcrV-Avitag a été 

marqué avec de la streptavidine conjuguée au fluorochrome BUV 737 (#AB_2869560 BD 

Biosciences) et de la streptavidine conjuguée au fluorochrome FITC (#405201 Biolegend).  

L’antigène His-PscF-Avitag a été marqué avec de la streptavidine conjuguée au 

fluorochrome BUV 496 (#AB_2869599 BD Biosciences) et au fluorochrome BV-605 

(#405229 Biolegend). Chaque antigène a été indépendamment incubé avec de la 

streptavidine pendant 30 min à 4°C à l’obscurité. Les PBCMS ont ensuite été incubées avec 

les anticorps de marquage, le marquage Live/Dead et les complexes antigènes : 

streptavidine pendant 30 min à 4°C à l’obscurité avant une étape de lavage. Les cellules ont 

été incubées avec des anticorps marqués pendant 30 min avant une étape de lavage. Les 

cellules ont ensuite été passées à travers Tamis cellulaire Falcon® (Corning #352235) afin 

de dissocier d’éventuels amas cellulaires.  

Les complexes de lymphocytes B mémoire et d’antigènes spécifiques ont été triés dans les 

plaques à 96 puits préparées (Biorad #HSP9641), en utilisant un FACSAria Fusion (BD 

Biosciences) avec le logiciel Diva (version 9.0).  
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Figure 17 : Représentation schématique de l’étape de PCR imbriquée. La première PCR (PCR1) est 

effectuée avec des amorces sens spécifiques de la région Leader et des amorces antisens spécifiques de la 
partie constante. La seconde PCR (PCR2) est effectuée avec des amorces sens chevauchant la région Leader 
et la région V et des amorces antisens spécifiques d’une région plus en aval de la partie constante. L : Leader ; 
V : Variable segment ; D : Diversity segment ; J : Joining segment.  

1.2 Amplification des gènes d’immunoglobulines à partir de l’ARNm de 

cellule unique.  

L’ARN messager (ARNm) obtenu par lyse de cellules uniques a été rétro-transcrits en ADN 

complémentaire (ADNc) par RT-PCR en utilisant la transcriptase inverse SuperScript™ IV 

(Thermo Fischer Scientific référence : 18090010).  

Les gènes codant pour la partie variable des chaînes lourdes et légères (Kappa ou Lambda) 

de chaque immunoglobuline ont été amplifiés par PCR imbriquée en utilisant la polymérase 

Hotstart Taq (Qiagen #203445) (Figure 17). Un mélange d’amorces sens et antisens, 

différents entre les 2 étapes de PCR imbriquées, respectivement spécifiques des différentes 

familles des segments V et J des régions variables d’immunoglobulines ont été utilisés. La 

liste des amorces est disponible dans les annexes 4 et 5. L’efficacité d’amplification a été 

vérifiée par migration sur gel d’agarose 96 puits (ThermoFisher #G720802). Après 

séquençage et détermination des familles des parties variables via la base de données IMGT 

(https://www.imgt.org/), les gènes codant pour les régions variables des chaînes lourdes et 

légères ont été amplifiés par PCR en utilisant la Phusion™ polymérase (Fisher Scientific 

#F532S). Des amorces sens et antisens spécifiques des régions V et J des familles ainsi 

identifiées ont été utilisées (Annexe 6).  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 D  Par e Constante  L

PCR2 amorce sens

PCR1 amorce sens

PCR2 amorce an sens

PCR1 amorce an sens

  Par e Constante   ou   L

PCR2 amorce sens

PCR1 amorce sens

PCR2 amorce an sens

PCR1 amorce an sens

Cha ne Lourde

Cha ne Légère
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1.3 Clonage et production d’anticorps monoclonaux 

 

Les inserts correspondant aux parties variables des chaînes lourdes ont été clonés entre les 

sites XhoI et NheI du vecteur Hc préalablement linéarisé, par recombinaison à l’aide du kit 

InFusion (Takara Bio #638952) en suivant les recommandations du fabricant. En suivant la 

même méthode, les inserts des parties variables des chaînes légères κ ont été clonés entre 

les sites BsiWI et AgeI du vecteur Kc et les inserts correspondant aux gènes de parties 

variables des chaînes λ ont été clonés entre les sites XhoI et AgeI du vecteur Lc. Les produits 

de clonages ont été transférés dans des cellules compétentes E.coli Stellar™ (TAKARA BIO 

#636766) par transformation bactérienne. Après purification de l’ADN plasmidique par le 

Kit QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen #27106), la présence de l’insert a été vérifiée par 

séquençage.  

Les anticorps monoclonaux ont été produits par transfection de cellules HEK293F avec le 

couple chaîne lourde et légère appropriée (ratio 1 :1) en utilisant la 293 Fectin (Fisher 

Scientific #12347500) (Figure 18). Les cellules ont été incubées 96h à 37°C 5% Co2 en 

agitation (100rpm). Le surnageant a été récolté et incubé avec la résine Protein A 

Sepharose® Fast Flow (Sigma #ge17-1279-03).  

Après une étape de lavage au PBS, les anticorps monoclonaux ont été élués avec 0,1M de 

glycine pH 2,5 et l’éluat a immédiatement été neutralisé par 1M Tris pH 9. Le tampon des 

solutions a été échangé contre du PBS 1X et concentré dans des Amicon Ultra-15 Centrifugal 

Filter Unit 50 kDa MWCO (Millipore #UFC905024).  
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Mutagenèse de cha nes lourdes de l’anticorps monoclonal 

S4P5B3Hc 

 
Afin de produire une chaîne lourde dépourvue des régions CH2 et CH3 pour une production 

ultérieure de fragment Fab, un codon stop a été inséré entre les domaines CH2 et CH3 de 

la chaîne lourde par mutagenèse dirigée à l’aide du kit QuickChange (Agilent #200523). Le 

plasmide parental codant pour la séquence S4P5B3Hc a été amplifié par PCR avec la PFU 

ADN polymérase fournie dans le kit QuickChange (amorces en Annexe 1). Les plasmides 

parentaux ont été digérés par l’enzyme de restriction DpnI également fournie dans le kit et 

le produit d’amplification a été inséré dans E.coli XL10 Gold par transformation.  

Après extraction des plasmides par QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen #27106), la présence 

de la mutation a été vérifiée par séquençage (Eurofins genomics).  

 

 

 

 

Figure 18 : Représentation schématique du protocole de production d’anticorps monoclonaux. Les 

plasmides contenant les gènes codant pour les chaînes lourdes et légères sont co-transfectés dans des cellules 
HEK 293F. Les cellules sont incubées 48-96h à 37°C 5% CO2.Le surnageant de culture est ensuite récolté et 
mis en contact avec de la résine sépharose conjugué à la protéine A. Les anticorps sont élués à pH acide et la 
solution est neutralisée à pH neutre. Créé avec BioRender.com. 
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Production et purification du fragment Fab S4P5B3Fab 

 
Le protocole de production du fragment Fab est identique à celui de la production 

d’anticorps monoclonaux détaillés précédemment à la seule différence d’un ratio chaînes 

lourde : légère égal à 3 : 1 a été utilisé. Les fragments Fab ont été purifiés par 

chromatographie d’affinité sur une colonne HiTrap LambdaFabSelect (Cytiva #1754821). 

Les fragments Fab ont été élués et préparés de la même façon que les anticorps 

monoclonaux.  

Mesure d’affinité des anticorps monoclonaux par Bio Layer 

Interferometry (BLI) 

  

Les expériences BLI ont été réalisées sur un OctetRED96e de Sartorius/FortéBio (ancien 

Pall/FortéBio) et ont été enregistrées avec le logiciel du fabricant (Data Acquisition v11.1). 

Tous les échantillons de protéines ont été dilués dans 0,01 M Na2HPO4, 0,0018 M KH2PO4, 

0,137 M NaCl, 0,0027 M KCl à pH 7,4 (Phosphate Buffered Saline, PBS) complété avec 0,02 

% de Tween-20 (tampon d'analyse, PBS-T). Une solution de glycine 10 mM pH 2,0 a été 

utilisée comme tampon de régénération. Des biocapteurs commerciaux SA ou SAX 

(streptatividine) (Pall/FortéBio) ont été utilisés pour immobiliser la protéine PcrV biotinylée. 

Les analyses cinétiques ont été effectuées dans 0,2 mL d'échantillons ou de tampon par 

puits dans des plaques noires de 96 puits (Nunc F96 MicroWell, Thermo Fisher Scientific) à 

25°C sous agitation à 1000 tr/min. Les biocapteurs ont été pré-humidifiés dans 0,2 mL de 

PBS-T pendant 10 min, suivi d'un équilibrage dans le tampon d'analyse pendant 120 s.  

Des échantillons de ligand PcrV ont été appliqués à une concentration de 2,5 µg/mL en 

plongeant des biocapteurs pendant 10 min et chargés jusqu'à atteindre un décalage de 

spectre entre 1,2 et 2 nm, suivi d'une étape d'équilibrage supplémentaire de 120 s dans un 

tampon d'analyse et de cycles de régénération pendant 30 s. Pour l'association, tous les 

échantillons d'analytes ont été dilués dans un tampon d'analyse à des concentrations 

comprises entre 3,12 et 200 nM pour les anticorps/IgG complets ou entre 50 et 3200 nM 

pour le fragment Fab. Les phases d'association ont été surveillées pendant le trempage des 

biocapteurs fonctionnalisés dans des solutions d'analyte pendant 5 min après 

l'enregistrement d'une ligne de base pendant 2 min, et les phases de dissociation ont été 

surveillées dans un tampon d'analyse pendant 20 min.  
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Pour évaluer et surveiller la liaison non spécifique des analytes, des mesures ont été 

effectuées avec des biocapteurs traités avec les mêmes protocoles, mais en remplaçant les 

solutions de ligand par un tampon d'analyse. Toutes les mesures ont été effectuées en 

duplicat en utilisant le même lot d’échantillons. Les données cinétiques ont été traitées avec 

le logiciel du fabricant (Data analysis HT v11.1). Les signaux des échantillons à concentration 

nulle ont été soustraits des signaux obtenus pour chaque biocapteur fonctionnalisé et 

chaque concentration d'analytes. Les signaux cinétiques spécifiques résultants ont ensuite 

été ajustés à l'aide d'une méthode d'ajustement global et d'un modèle d'analyte bivalent 1 

:2 pour les anticorps/IgG complets et d'un modèle de Langmuir 1 : 1 pour Fab. Les valeurs 

des paramètres cinétiques rapportées ont été obtenues en faisant la moyenne des valeurs 

obtenues avec des dosages dupliqués et les erreurs rapportées comme écart-type. 

 

 

Préparation et criblage de conditions de cristallisation du 

complexe S4P5B3Fab-HisPcrV  

 

Les protéines ont été purifiées indépendamment selon les protocoles déjà décrits. Les 

protéines His-PcrV et S4P5B3Fab ont été co-incubées pendant 1h à température ambiante 

selon un ratio molaire His-PcrV : S4P5B3Fab de 1 : 2. Les complexes ont été séparés des 

protéines libres par chromatographie d’exclusion de taille dans du PBS 1X pH 7,4. 

L’homogénéité et la pureté des complexes ont été vérifiées par SDS-PAGE gradient (4-20%). 

Les échantillons correspondant à des complexes 1 :1 ont été envoyés à la plateforme HTX 

de l’ISBG pour un criblage de conditions de cristallisation.  
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Résultats 
 

Production et purification des antigènes recombinants 

 

Afin de servir d’appât protéique pour le criblage des sérums en ELISA et le tri de 

lymphocytes B mémoire spécifiques de l’antigène, les protéines recombinantes ont été 

produites avec une étiquette hexahistidine en amino-terminal ainsi qu’une étiquette 

AvitagTM en carboxyterminal (GLNDIFEAQKIEWHE). L’étiquette AvitagTM, un peptide 

accepteur de biotine (BAP), permet la biotinylation de la protéine par la biotine ligase BirA 

(FAIRHEAD et HOWARTH, 2015). La biotinylation des protéines permet le marquage de 

celles-ci avec de la streptavidine couplée à un fluorochrome et sera ultérieurement 

nécessaire pour l’étape de tri cellulaire.  

 

1.1 Purification de His-PcrV-Avitag 

 

La protéine recombinante His-PcrV-Avitag a été successivement purifiée par 

chromatographie d’affinité au nickel via son étiquette hexa-histidine puis par 

chromatographie d’exclusion de taille (CET). L’élution de CET de His-PcrV présente un pic 

unique bien que légèrement asymétrique ce qui indique que l’échantillon est homogène 

(Figure 19A). La séparation des fractions correspondant au pic d’élution (B8 à C4) par SDS-

PAGE (4-20%) montre la présence de bandes à 35 kDa correspondant à His-PcrV-Avitag 

(Figure 19B). On observe néanmoins des bandes multiples entre 20 et 30 kDa qui pourraient 

correspondre à une dégradation de la protéine ou à des contaminants. La protéine d’intérêt 

étant majoritaire, la présence de ces bandes n’a pas été jugée problématique pour une 

utilisation ultérieure de la protéine. La présence de l’Avitag à l’extrémité carboxy-terminale 

permet la conjugaison d’une biotine avec la protéine nécessaire à son utilisation ultérieure 

lors de l’étape de tri cellulaire.  
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Figure 19 : Purification de His-PcrV-Avitag. A Profil d’élution de His-PcrV-Avitag par chromatographie 

d’exclusion de taille. B Séparation des fractions d’élution de chromatographie d’exclusion de taille de His-

PcrV-Avitag par SDS-PAGE (4-20%). L : Ladder-marqueur de poids moléculaire 

0 5 10 15 20

0

200

400

600

800

Profil d'élution His-PcrV-Avitag

Volume d'élution (mL)

A
b

s
o

rb
a
n

c
e
 (

m
A

u
)

His-Pcr -Avitag 



80 

 

1.2 Purification de His-PscF-Avitag 

 

La protéine recombinante His-PscF a été purifiée par deux chromatographies d’affinité au 

nickel successives, la nature fibrillaire de la protéine rendant délicat l’utilisation de la 

chromatographie d’exclusion de taille. La pureté de la protéine vérifiée sur SDS-PAGE (4-

20%) a été jugée suffisante pour son utilisation en ELISA, la bande présente à 15 kDa 

correspondant à His-PscF-Avitag est, en effet, largement majoritaire en comparaison avec 

les contaminants (Figure 20). Une concentration de 150 et 250 mM d’imidazole a été 

nécessaire afin d’éluer la protéine. L’homogénéité de la protéine n’a pas pu être vérifiée en 

l’absence de CET.  
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Figure 20 : Purification de His-PscF-Avitag.  Séparation des fractions d’élution de chromatographie 

d’affinité au nickel de His-PscF-Avitag. L : Ladder – marqueur de poids moléculaire  
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Constitution de la cohorte de patients 

 

Un criblage préliminaire à la constitution d’une cohorte a été effectué sur sérums anonymes 

du laboratoire de microbiologie du CHUGA (dits « fonds de tube ») de patients atteints 

d’infections aiguës à P.aeruginosa. Douze sérums ont été testés en ELISA contre PcrV et 

PscF. Aucun des sérums n’a montré de titres d’IgG significatifs contre ces deux antigènes 

(données non montrées). Une possible raison à ces faibles titres peut résider dans le fait 

que tous les patients avaient reçu un traitement antibiotique rapide et agressif ayant pu 

limiter la réplication bactérienne et par conséquent la mise en place d’une immunité 

humorale contre les cibles d’intérêt.  

Nous avons donc ensuite porté notre choix sur des patients atteints de mucoviscidose. Ces 

patients étant atteints d’infections chroniques à P.aeruginosa, nous avons émis l’hypothèse 

qu’il pouvait exister chez eux une réponse humorale robuste et mature contre P.aeruginosa 

et plus particulièrement nos cibles d’intérêts. Au total, 34 sérums de patients ayant donné 

leur consentement éclairé (voir Matériel et Méthodes pour la méthodologie concernant la 

constitution de la cohorte) et ayant un diagnostic positif de mucoviscidose ainsi qu’une 

sérologie positive à P.aeruginosa ont été collectés dans la sérothèque du service de 

virologie de l’IBP du CHU de Grenoble.  

 

1.3 Criblage des sérums par ELISA  

 

Afin de déterminer le titre en anticorps dirigés contre PcrV et PscF dans le sérum des 

patients de la cohorte, un criblage par ELISA a été réalisé. Les valeurs d’absorbance 

maximale observée en ELISA direct contre PscF et PcV ont été comparées (Figure 21A et 

22A). Pour pouvoir comparer ces données provenant de plaques 96 puits différentes, les 

valeurs d’absorbance maximale (correspondant à un facteur de dilution de 50) de chaque 

sérum ont été normalisées en fonction d’un contrôle négatif (sérum d’un donneur ayant 

une sérologie négative à P.aeruginosa) présent sur la plaque correspondante. 

Les taux d’anticorps observés étant relativement bas pour la majorité des donneurs, le profil 

des courbes d’absorbance n’a pas permis, dans l’ensemble, le calcul d’une ED50 (Effective 

Dilution 50), qui correspond au facteur de dilution correspondant à la moitié de 
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l’absorbance maximale observée. Nous avons donc sélectionné les sérums avec les titres 

les plus élevés pour lesquelles une différence d’absorbance avec le témoin négatif était 

encore observée au facteur de dilution de 250.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 21 : Criblage de sérums de patients atteints de mucoviscidose par ELISA direct contre His-PcrV-

Avitag A   aleurs d’absorbance maximum normalisées obtenues en ELISA direct contre His-PcrV-Avitag. Les 
valeurs d’absorbances maximales ont été normalisées avec la valeur d’absorbance maximale du sérum d’un 
donneur sain. Ces données représentent deux expériences indépendantes (n=2). B  Courbes d’absorbance 
obtenues par ELISA direct contre His-PcrV-Avitag des sérums sélectionnés. Les sérums testés ont été dilués 
en cascade correspondant à log 5 à partir d’une dilution au 1/50ème.  
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Lors du criblage des sérums contre PcrV, les sérums des donneurs 6, 12, 14, 16 et 25 ont, à 

la fois, montré une absorbance maximale supérieure au seuil fixé ainsi qu’une absorbance 

supérieure au témoin négatif au second point de dilution (Figure 21A et 21B). En suivant 

ces mêmes critères, les sérums de 8 donneurs (16, 17, 23, 25, 27, 29, 32 et 33) ont 

également été sélectionnés comme étant réactifs contre PscF (Figure 22A et 22B). De façon 

intéressante, les sérums des donneurs 16 et 25 semblaient contenir des IgG spécifiques de 

PscF en plus de PcrV, ce qui les rendait particulièrement intéressants pour la suite de 

l’approche.  

 

Les tests ELISA ont donc démontré la présence d’Ac spécifiques de PcrV et PscF chez certains 

donneurs. Ce type de mesure ne permet cependant pas d’évaluer précisément la nature et 

la quantité des anticorps spécifiques de PcrV et PscF recombinants présents dans le sérum. 

En effet, les titres observés peuvent être dus à une grande quantité d’anticorps de faible 

affinité ou une faible quantité d’anticorps de forte affinité.   

 

Enfin la présence d’anticorps capables de se fixer aux protéines recombinantes du SSTIII 

n’impliquait pas nécessairement la présence d’anticorps capables de bloquer le SSTIII. Nous 

avons donc ensuite testé les sérums sélectionnés pour leur réactivité contre PcrV et PscF 

dans un test fonctionnel d’inhibition du SSTIII. 
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Figure 22 : Criblage de sérums de patients atteints de mucoviscidose par ELISA direct contre His-PscF-

Avitag A   aleurs d’absorbance maximum normalisées obtenues en ELISA direct contre His-PscF-Avitag. Les 
valeurs d’absorbance maximales ont été normalisées avec la valeur d’absorbance maximale du sérum d’un 
donneur sain. Ces données représentent deux expériences indépendantes (n=2). B  Courbes d’absorbance 
obtenues par ELISA direct contre His-PscF-Avitag des sérums sélectionnés. Les sérums testés ont été dilués 
en cascade correspondant à log 5 à partir d’une dilution au 1/50ème.  
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1.4 Criblage fonctionnel par test d’inhibition d’injection d’ExoS.  

 

Les IgG contenues dans les sérums sélectionnés ont ensuite été criblées pour leur activité à 

inhiber l’injection de toxine par le SSTIII de P.aeruginosa, grâce à un test fonctionnel 

développé par l’équipe PBRC de l’IBS de Grenoble (VEROVE et al, 2012) et détaillée dans le 

chapitre Matériel et Méthodes. Afin d’éviter dans le test toute interférence par des 

protéines ou autres composants sériques, les IgG ont été purifiées des sérums sélectionnés. 

Les différentes solutions d’IgG purifiées ont été testées à différentes concentrations. Une 

solution d’IgG provenant du sérum d’un donneur sain a été utilisée comme contrôle négatif 

et du sérum de souris immunisées avec PcrV recombinant, fourni par l’équipe PBRC, a été 

utilisé comme contrôle positif. Les anticorps des donneurs 12, 16 et 25 ont montré dans ce 

test une efficacité inhibitrice dépendante de la dilution, de l’injection d’ExoS (figure 23). 

Pour les 3 donneurs, on a observé une forte réduction de l’injection d’ExoS en présence 

d’IgG à 400 µg/mL (Figure 23). Les IgG du donneur 16 ont montré une forte activité à 160 

µg/mL alors qu’une réduction forte et modérée de l’effet inhibiteur était respectivement 

observée pour les IgG des donneurs 12 et 25 (Figure 23). A la concentration de 80 µg/mL, 

l’effet des IgG du donneur 12 était comparable à celui des IgG du donneur sain alors que les 

IgG des donneurs 12 et 25 gardaient une légère activité d’inhibition.  

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23 :  Criblage fonctionnel des IgG des donneurs sélectionnés par test d’inhibition d’injection de 

ExoS par la souche CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla de P.aeruginosa. Les données ont été normalisées sur la 
base des rapports de fluorescence 460nm/538nm des conditions des cellules A549 en présence (100% 
d’infection) et en absence (0% d’infection) de bactéries au multiple d’infection de 5. Le sérum d’un lapin 
immunisé avec PcrV recombinant a été utilisé comme contrôle positif. Les données présentées représentent 
les moyennes normalisées du rapport 460nm/538nm de triplicats provenant de 3 expériences 
indépendantes (n=3) excepté pour les IgG polyclonales des donneurs 25 à 160 et 80 µg/mL (n=2) et les IgG 
polyclonales du donneur 16 à 160 µg/mL (n=2).  
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Ces données ont montré que les sérums des patients sélectionnés sur la base de la présence 

d’anticorps contre PcrV et PscF possédaient bien une activité d’inhibition du SSTIII.  

Cependant, ces résultats ne permettaient pas d’affirmer que c’étaient effectivement les 

anticorps anti-PscF et/ou anti-PcrV qui étaient capables d’inhiber l’injection de la toxine 

ExoS, on ne pouvait qu’en faire l’hypothèse.  

 

 

Déplétion des anticorps spécifiques de PcrV et PscF des IgG 

polyclonales 

 

Nous avons testé l’hypothèse émise ci-dessus en mesurant l’activité inhibitrice des sérums 

une fois dépourvus des anticorps anti-PscF et/ou anti-PcrV. Nous avons en effet raisonné 

qu’une perte ou une diminution de l’inhibition du SSTIII dans ces conditions serait le reflet 

de l’activité fonctionnelle anti-SSTIII des anticorps dirigés contre PcrV et PscF. 

De plus, la réduction de l’efficacité d’inhibition du SSTIII par les IgG, déplétées des anticorps 

contre PcrV et/ou PscF, indiquerait aussi la capacité de ces formes recombinantes à être 

reconnues par les anticorps capables d’activité inhibitrice. En effet, il peut exister des 

différences de conformation et d’accessibilité d’épitopes entre les protéines recombinantes 

et leurs homologues natifs exprimés à la surface de la bactérie. Notre approche d’isolement 

d’anticorps inhibiteurs du SSTIII reposant sur l’utilisation des protéines recombinantes PcrV 

et PcsF pour sélectionner des lymphocytes B mémoire spécifiques, il était crucial de 

confirmer que nos appâts protéiques étaient capables de capturer les anticorps 

fonctionnels inhibiteurs. 

 

1.5  érification de l’efficacité de déplétion par test ELISA direct  

Les sérums ont été déplétés en anticorps spécifiques de PcrV et PscF recombinants, par 

adsorption. L ’efficacité de déplétion a été vérifiée par ELISA contre His-PcrV-Avitag et His-

PscF-Avitag respectivement (Figures 24, 25 et 26). Pour chacune des solutions d’IgG 

déplétées par adsorption sur His-PcrV-Avitag, une diminution significative de l’absorbance 

a été détectée en ELISA contre cette protéine, en comparaison avec la fraction non-

déplétée (Figure 24 A, B et C). 
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Les valeurs d’absorbance des fractions déplétées étaient égales ou inférieures à celles des 

anticorps polyclonaux purifiés du donneur sain.  

Ces résultats ont indiqué que l’ensemble des anticorps spécifiques de His-PcrV-Avitag ont 

été éliminés avec succès de la fraction d’IgG totales des donneurs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

De la même façon, les fractions d’IgG polyclonales déplétées par adsorption sur His-PscF-

Avitag ont également montré en ELISA, contre His-PscF-Avitag, un signal similaire à celui 

des IgG polyclonales du donneur sain (Figure 25 A, B et C). Ces résultats indiquent que 

l’ensemble des anticorps spécifiques de His-PscF-Avitag ont été éliminés avec succès de la 

fraction d’IgG totales des donneurs.  

 

 

 

Figure 24 : Titre des IgG polyclonales non-déplétées et déplétées des IgG anti-His-PcrV-Avitag par ELISA direct contre His-

PcrV-Avitag. A) Vérification par ELISA direct contre His-PcrV-Avitag de la déplétion des anticorps spécifiques de His-PcrV-Avitag 
des IgG polyclonales du donneur 12. B) Vérification par ELISA direct contre His-PcrV-Avitag de la déplétion des anticorps 
spécifiques de His-PcrV-Avitag des IgG polyclonales du donneur 16. C) Vérification par ELISA direct contre His-PcrV-Avitag de la 
déplétion des anticorps spécifiques de His-PcrV-Avitag des IgG polyclonales du donneur 25.  
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Au cas où une simple déplétion serait insuffisante pour observer une diminution 

significative de l’efficacité fonctionnelle des anticorps polyclonaux, ces derniers ont été 

aussi successivement déplétés contre His-PscF-Avitag puis contre His-PcrV-Avitag. 

L’efficacité de la déplétion a également été vérifiée par ELISA direct contre chacune des 

protéines. Aucune des fractions double-déplétées n’a montré de signal spécifique contre 

l’une ou l’autre des protéines recombinantes confirmant l’absence d’IgG spécifiques (Figure 

26 A-F).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Titre des IgG polyclonales non-déplétées et déplétées des IgG anti-His-PscF-Avitag par ELISA direct contre His-

PscF-Avitag. A) Vérification par ELISA direct contre His-PscF-Avitag de la déplétion des anticorps spécifiques de His-PscF-Avitag 
des IgG polyclonales du donneur 12. B) Vérification par ELISA direct contre His-PscF-Avitag de la déplétion des anticorps 
spécifiques de His-PscF-Avitag des IgG polyclonales du donneur 16. C) Vérification par ELISA direct contre His-PscF-Avitag de la 
déplétion des anticorps spécifiques de His-PscF-Avitag des IgG polyclonales du donneur 25.  
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Comparaison de l’activité fonctionnelle des IgG non-déplétées et 

des IgG déplétées par les protéines recombinantes 

 

La capacité d’inhibition du SSTIII des différentes fractions déplétées a ensuite été comparée 

à celle des fractions non-déplétées.  

Les IgG totales du donneur 12 déplétées par adsorption sur His-PcrV-Avitag, His-PscF-Avitag 

et doublement déplétées n’ont pas montré de différence significative avec les IgG non-

déplétées du même donneur à toutes les concentrations testées (Figure 27 A, B et C).  

L’absence des anticorps anti-PcrV et anti-PscF recombinants n’a pas eu d’impact sur 

l’efficacité fonctionnelle des IgG polyclonales de ce patient.  

Figure 26 : Titre des IgG polyclonales non-déplétées et doublement déplétées par ELISA direct contre 

His-PscF-Avitag et His-PcrV-Avitag. A) Vérification par ELISA direct contre His-PcrV-Avitag de la double 
déplétion des IgG polyclonales du donneur 12. B) Vérification par ELISA direct contre His-PscF-Avitag de la 
double déplétion des IgG polyclonales du donneur 12. C) Vérification par ELISA direct contre His-PcrV-Avitag 
de la double déplétion des IgG polyclonales du donneur 16. D) Vérification par ELISA direct contre His-PscF-
Avitag de la double déplétion des IgG polyclonales du donneur 16. E) Vérification par ELISA direct contre His-
PcrV-Avitag de la double déplétion des IgG polyclonales du donneur 25. F) Vérification par ELISA direct contre 
His-PscF-Avitag de la double déplétion des IgG polyclonales du donneur 25.  
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Ces résultats suggèrent que, les protéines recombinantes utilisées ne sont pas capables de 

capturer les IgG anti-PcrV et anti-PscF fonctionnelles de ce patient, soit que que l’activité 

anti-SSTIII du sérum de ce donneur est liée à la présence d’anticorps dirigés contre d’autres 

composants du SSTIII, comme par exemple PopB ou PopD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La déplétion des IgG spécifiques de His-PcrV-Avitag des IgG totales du donneur 16 n’a pas 

montré de différence d’efficacité avec les IgG non-déplétées (Figure 28A). Cependant, nous 

avons observé une diminution de l’efficacité fonctionnelle lorsque les IgG étaient déplétées 

contre His-PscF-Avitag ou double déplétées à la concentration de 200 µg/mL (Figure 28B et 

C). Ces résultats indiquent qu’une fraction des IgG polyclonales impliquées dans l’inhibition 

de l’injection de ExoS est dirigée contre (et capturables par) PscF recombinant.  

 

 

Figure 27 :  Activité des IgG polyclonales non-déplétées et déplétées du donneur 12 par test d’inhibition d’injection de 

ExoS par la souche CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla de P.aeruginosa. A) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 12 non-
déplétées avec les IgG déplétées contre His-PcrV-Avitag. B) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 12 non-déplétées 
avec les IgG déplétées contre His-PscF-Avitag. C) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 12 non-déplétées avec les IgG 
déplétées contre His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag. Les données ont été normalisée sur la base des rapports de fluorescence 
460nm/538nm des conditions des cellules A549 en présence (100% d’infection) et en absence (0% d’infection) de bactéries au 
multiple d’infection de 5. Les données présentées représentent le rapport moyen de fluorescence 460nm/538nm normalisé 
de triplicat (n=1).  

 

1/10 80 160 400

0

50

100

150

[IgG polyclonales] (µg/mL)

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 d

'i
n

je
c

ti
o

n
 (

%
)

Sérum de lapin immunisé

IgG donneur sain

IgG donneur 12

IgG donneur 12
déplétées contre PcrV

1/10 60 200 400

0

50

100

150

[IgG polyclonales] (µg/mL)

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 d

'i
n

je
c

ti
o

n
 (

%
)

Sérum de lapin immunisé

IgG donneur sain

IgG donneur 12

IgG donneur 12
déplétées contre PscF

1/10 60 200 400

0

50

100

150

[IgG polyclonales] (µg/mL)

P
o

u
rc

e
n

ta
g

e
 d

'i
n

je
c

ti
o

n
 (

%
)

Sérum de lapin immunisé

IgG donneur sain

IgG donneur 12

IgG donneur 12 double déplétées

A B

C



91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Dans le cas des IgG du donneur 25, la simple déplétion contre PcrV recombinant a montré 

une légère diminution de l’efficacité fonctionnelle (Figure 29 A). La simple déplétion contre 

PscF recombinant n’a, quant à elle, montré aucune différence d’efficacité (Figure 29 B). 

Cependant, la double déplétion a réduit considérablement l’inhibition de l’injection 

comparée aux IgG non-déplétées même à forte concentration (400 et 200 µg/mL) (Figure 

29 C). L’effet de la simple déplétion par PcrV a donc suggéré qu’une partie des anticorps 

fonctionnels reconnaissaient PcrV recombinant. L’efficacité similaire des IgG polyclonales 

non-déplétées et déplétées contre PscF pourrait s’expliquer par une absence d’anticorps 

anti-PscF recombinant fonctionnels ou par l’activité d’IgG anti-PcrV recombinants et/ou 

natifs ainsi que les IgG anti-PscF natifs (Figure 29 B). La réduction de l’efficacité des IgG 

polyclonales plus marquée observée en double déplétion indique que les anticorps 

spécifiques de PscF recombinant jouent un rôle dans l’inhibition de l’injection (Figure 29 C).  

Figure 28 :  Activité des IgG polyclonales non-déplétées et déplétées du donneur 16 par test d’inhibition d’injection de ExoS 

par la souche CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla de P.aeruginosa. A) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 16 non-déplétées 
avec les IgG déplétées contre His-PcrV-Avitag. B) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 16 non-déplétées avec les IgG 
déplétées contre His-PscF-Avitag. C) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 16 non-déplétées avec les IgG déplétées 
contre His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag. Les données ont été normalisées sur la base des rapports de fluorescence 
460nm/538nm des conditions des cellules A549 en présence (100% d’infection) et en absence (0% d’infection) de bactéries au 
multiple d’infection de 5. Les données présentées représentent le rapport moyen de fluorescence 460nm/538nm normalisé de 
triplicat (n=1).  
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Une fraction des IgG reconnaissait des épitopes neutralisants exposés à la fois sur la 

protéine native et sa forme recombinante.  

En conclusion, les expériences de déplétion ont montré que deux des trois donneurs testés 

avaient des anticorps anti-PcrV et anti-PscF inhibiteurs du SSTIII. De plus, ces résultats ont 

validé l’utilisation de formes recombinantes de PcrV et PscF pour le tri cellulaire des 

lymphocytes B mémoire de ce donneur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Compte tenu de ces résultats, nous avons choisi de prioriser les donneurs 16 et 25 pour 

l’approche d’isolement d’anticorps. Cependant, les PBMC du donneur 12 ont été également 

collectées.   

 

 

 

Figure 29 :  Activité des IgG polyclonales non-déplétées et déplétées du donneur 25 par test d’inhibition d’injection 

de ExoS par la souche CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla de P.aeruginosa. A) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 
25 non-déplétées avec les IgG déplétées contre His-PcrV-Avitag. B) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 25 
non-déplétées avec les IgG déplétées contre His-PscF-Avitag. C) Comparaison des IgG polyclonales du donneur 25 non-
déplétées avec les IgG déplétées contre His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag.eLes données ont été normalisées sur la base 
des rapports de fluorescence 460nm/538nm des conditions des cellules A549 en présence (100% d’infection) et en 
absence (0% d’infection) de bactéries au multiple d’infection de 5. Les données présentées représentent le rapport 
moyen de fluorescence 460nm/538nm normalisé de triplicat (n=1).  
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Biotinylation de His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag  

 

Les appâts protéiques ont ensuite été biotinylés par l’enzyme BirA et l’efficacité de la 

biotinylation a été évaluée. Pour cela, les protéines ont été incubées avec de la résine 

couplée à la neutradivine, un dérivé de l’avidine dépourvue de glycosylation possédant une 

très forte affinité pour la biotine (JAIN et al, 2017).  
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Figure 30 :   érification de l’efficacité de biotinylation de His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag par affinité à la neutravidine. 

A) Analyse par SDS-PAGE (4-20%) de His-PcrV-Avitag non-biotinylé et biotinylé mis en contact avec de la résine conjuguée à 
la neutravidine. Piste 1 : His-PcrV-Avitag non biotinylée avant mise en contact avec la résine (input) ; Piste 2 : échantillon 
non-retenu (undound) Piste 3 : Echantillon retenu par la neutravidine (bound) ; Piste 4 : His-PcrV-Avitag biotinylé avant mise 
en contact avec la résine (Input) ; Piste 5 : échantillon non-retenu (undound) Piste 6 : Echantillon retenu par la neutravidine 
(bound).  B) Analyse par SDS-PAGE (4-20%) de His-PscF-Avitag non-biotinylée et biotinylée mise en contact avec de la résine 
conjugué à la neuravidine. Piste 1 : His-PscF-Avitag non biotinylée avant mise en contact avec la résine (input) ; Piste 2 : 
échantillon non-retenu (undound) Piste 3 : Echantillon retenu par la neutravidine (bound) ; Piste 4 : His-PscF-Avitag biotinylée 
avant mise en contact avec la résine (input) ; Piste 5 : échantillon non-retenu (undound) Piste 6 : Echantillon retenu par la 
neutravidine (bound).  C) Vérification de la présence de His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag dans les échantillons testés par 
Western-Blot.  
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Après incubation, les différentes fractions ont été analysées sur gel SDS-PAGE (4-20%) et 

par Western-Blot (Figures 30 A, B et C). La présence de His-PcrV-Avitag dans la fraction 

interagissant avec la neutravidine confirme qu’une grande partie des protéines a été 

biotinylée avec succès (Figure 30 A piste 6). On peut néanmoins noter une interaction non-

spécifique entre His-PcrV-Avitag non-biotinylée et la neutravidine (Figure 30 A piste 3).  

La bande située entre 10 et 15 kDa correspond à la neutravidine libre dont la liaison avec la 

résine a été rompue lors de la dénaturation (figure 30 A pistes 3 et 6 ; Figure 30 B pistes 3 

et 6). La bande située à 35 kDa pourrait indiquer la présence de contaminants ou de produits 

de dégradation de PcrV (Figure 30 A pistes 1-6). L’hypothèse d’un produit de dégradation 

semble plus plausible du fait de la présence plus importante de cette bande dans la fraction 

liée à la neutravidine de His-PcrV-Avitag biotinylée comparé à cette même fraction de His-

PcrV-Avitag non-biotinylé (Figure 30 A pistes 3 et 6).  

La protéine His-PscF-Avitag semble avoir a été biotinylée en quasi-totalité comme le montre 

la faible quantité de protéine dans la fraction n’interagissant pas avec neutravidine (Figure 

30 B piste 5). La bande visible en piste 3 correspond également à de la neutravidine libre. 

L’information donnée par ce gel reste partielle, les bandes correspondant à la neutravidine 

et à His-PscF-Avitag se superposant (Figure 30 B piste 6). Une analyse par Western-Blot 

utilisant des anticorps anti-hexahistidine a permis de confirmer la présence de chacun des 

protéines biotinylées dans la fraction interagissant avec la neutravidine en plus de lever le 

doute sur la biotinylation de His-PscF-Avitag (Figure 30 pistes 3 et 6). De plus, l’absence de 

la bande située à 35 kDa indique qu’il pourrait s’agir d’un contaminant ou d’une dégradation 

en amino-terminal de His-PcrV-Avitag (Figure 30 C pistes 1-3).  
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Tri cellulaire de cellules B mémoire spécifiques de His-PcrV-Avitag 

et His-PscF-Avitag par cytométrie en flux.  

 

1.6 Isolement de cellules mononuclées du sang périphérique  

 

Les cellules mononuclées du sang périphérique des donneurs 12, 16 et 25 inclus dans 

l’étude ABAC-IBS (NCT04335383) ont été isolées par centrifugation en gradient de densité. 

Ces échantillons ont été aliquotés à raison de 10 millions de cellules par tube et stockés 

dans l’azote liquide pour une utilisation ultérieure en tri cellulaire.  

 

Stratégie de fenêtrage (Gating)  

 

L’identification des cellules B mémoire a été effectuée par immunophénotypage. Pour cela, 

des anticorps anti-CD (cluster of differenciation) couplés à différents fluorochromes ont été 

utilisés (Annexe 7).  

Tout d’abord, les lymphocytes ont été sélectionnés en fonction de leurs caractéristiques de 

diffraction de la lumière vers l’avant (Forward Scatter FSC), donnant les caractéristiques de 

granulosité des cellules, et la diffraction sur les côtés (Side Scatter SSC), donnant la taille de 

la cellule. Ces mêmes paramètres ont été utilisés afin d’identifier les cellules uniques non 

complexées. Les cellules vivantes ont été ensuite sélectionnées pour leur négativité au 

Live/Dead BV510, un colorant fluorescent incapable de pénétrer dans les cellules dont 

l’intégrité membranaire est intacte. Une sélection négative pour le marqueur CD3 

spécifique des lymphocytes T couplée à une sélection positive pour les marqueurs CD19 et 

CD20 spécifiques des lymphocytes B a permis d’isoler ces derniers. Les lymphocytes B IgA, 

IgM et IgD négatifs et CD27 positifs ont été sélectionnés. Cette population correspond aux 

lymphocytes B mémoire IgG+. La sélection négative pour les IgA, IgM et IgD permet d’éviter 

le marquage direct des IgG et ainsi un potentiel encombrement stérique qui empêcherait 

les BCR d’interagir avec leurs antigènes d’intérêt.  

Chaque antigène d’intérêt a été marqué séparément par deux streptavidines couplées à 

deux fluorochromes différents pour éviter la sélection des cellules B non spécifiques.   
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Les cellules ont donc été incubées avec du His-PscF-Avitag couplé à BV-605 et du His-PscF-

Avitag couplé à BUV496, ainsi qu’avec du His-PcrV-Avitag couplé à FITC et du His-PcrV-

Avitag couplé à BUV737. Les cellules mémoire positives à un des deux couples de 

fluorochrome BV-605/BUV496 et FITC/BUV737 marquant respectivement les antigènes His-

PscF-Avitag et His-PcrV-Avitag ont été triées à la fréquence d’une cellule par puits dans des 

plaques de 96 puits.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 31 : Cytogramme bi-paramétrique du tri de lymphocytes B mémoire spécifiques de His-PcrV-Avitag et His-

PscF-Avitag A) Sélection des lymphocytes parmi l’ensemble des PBMC avec le paramètre de diffraction de la lumière (FSC 

et SSC). B) et C) Sélection de cellules uniques par deux gating successifs selon les paramètres de diffraction de la lumière 

vers l’avant et sur le côté. D) Sélection des cellules vivantes négatives au marquage Live/Dead. E) Sélection des 

lymphocytes B positifs au marquage Anti CD19-CD20 et négatifs au marquage anti-CD3. F) Sélection des lymphocytes B 

mémoire IgG+ positifs au marquage anti-CD27 et négatifs aux marquages anti-IgA, anti-IgM et IgD. G) et H) Sélection de 

lymphocytes B mémoires IgG+ positifs aux marquages streptavidine BV605 et BUV496 (PscF) et aux marquages 

streptavidine FITC et BUV737 (PcrV). I) Table de statistiques de la proportion de chaque sous-population cellulaire parmi 

l’échantillon. Un total de 10 000 cellules a été analysé. L’ensemble des réglages du cytomètre trieur de cellules ainsi que 

les compensations ont été effectués par le Dr Axelle Amen et le Dr Sebastian Dergan Dylon du groupe CAID.  
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Pour chaque cellule B, les intensités de fluorescence moyennes (MFI - Mean Fluorescence 

Intensity) des couples de streptavidine marquée par les fluorochromes ont donc été 

utilisées pour déterminer la positivité des lymphocytes B mémoire en termes de 

reconnaissance de PcrV ou PscF. Pour chaque fluorochrome, un seuil a été placé à une 

valeur de MFI correspondant à l’intensité de fluorescence observée en présence de cellules 

d’un donneur sain.    

Les tris n°1 et 2 respectivement effectués sur les PBMC des donneurs 16 et 25 ont servi à 

l’optimisation des conditions expérimentales en permettant le tri d’un total de 600 cellules 

(données non montrées). Les tris n°3 et n°4, effectués sur les PBMC du donneur 25, ont 

permis l’isolement de 330 lymphocytes B mémoire spécifiques d’au moins un des deux 

antigènes d’après les valeurs de MFI, à partir d’un total de 30 millions de PBMC. Ces cellules 

constituent donc une population rare représentant 0,00011% des cellules totales ainsi que 

0,00099% des cellules B mémoire de l’échantillon (Figure 32). De façon intéressante, 96% 

des cellules triées étaient spécifiques de PscF pour seulement 3,1% et 8,6% de cellules 

spécifiques de PcrV pour le tri n°3 et n°4 respectivement (Figure 32), suggérant que la 

réponse anti-PscF était dominante chez ce donneur. Alternativement, il se pourrait que le 

seuil de positivité choisi ait été trop bas pour PscF et/ou trop haut pour PcrV. Dans le tri n°4, 

5% des cellules ont montré une valeur de MFI supérieure au seuil pour les deux protéines, 

suggérant aussi que le seuil utilisé était insuffisant pour discriminer efficacement l’intensité 

des fluorochromes correspondants à PcrV de ceux de PscF (Figure 32). Ces données peuvent 

également s’expliquer par une interaction non-spécifique entre les BCR des LB mémoires et 

les deux protéines ou les fluorochromes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 32 : Pourcentage de lymphocytes B mémoire spécifique de PcrV et/ou de PscF 

parmi les cellules isolées lors des tris n°3 et n°4.  

Cellules triées Cellules PscF+  cellules PcrV +  Double positive

Tri n°3 51 96,07843137 3,12244898 0

Tri n°4 279 96,05734767 8,602150538 5,017921147

Pourcentage (%)
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Production d’anticorps monoclonaux humains 

 

1.7 Amplification des gènes d’immunoglobulines par PCR imbriquées 

 

Un tri a été réalisé avec les PBMCs du donneur 16, et 3 tris avec celles du donneur 25. 

Comme indiqué précédemment, les tris n°1 et n°2 n’ont pas permis un isolement optimal 

de lymphocytes B mémoire spécifiques de PcrV et PscF. Cependant, des anticorps ont tout 

de même pu être produits grâce à ces tris et ils seront donc également traités dans l’analyse 

qui suit. Au total 16 plaques de 96 puits de cellules B ont été obtenues (60 puits/cellules par 

plaque ont été utilisés). Après extraction des ARN et transcription inverse en ADNc, les 

gènes d’immunoglobulines ont été amplifiés par PCR imbriquée. Une portion des 

échantillons obtenus suite à la 2ème PCR a été utilisée pour vérifier la présence d’amplicons 

dans chacun des puits par électrophorèse sur un gel d’agarose.  Le pourcentage 

d’amplification correspondant au nombre de bande présentes sur gel par rapport au 

nombre de cellules par plaque a été compilé (Figure 33). Les pourcentages moyens 

d’amplification pour les gènes de chaînes lourdes de 56,77%  et légère d’immunoglobulines 

(50% pour les chaînes légère Kappa et 38,5% pour les chaînes légères lambda) correspond 

aux taux d’amplification décrits dans la littérature (Tiller et al, 2008) et généralement 

obtenus dans le laboratoire (Figure 33). 

Les taux d’amplification de la plaque 3 du tri n°2 ont été exclus pour raison de mauvaise 

sélection de population cellulaire lors du tri (Figure 33).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Tableau récapitulatif des taux d’amplification par 

PCR des gènes d’immunoglobulines. Le taux d’amplification a été 
obtenu en calculant le rapport du nombre de puits positifs en 
PCR2 (présence d’une bande en gel d’agarose) sur le nombre de 
puits total. Les données indiquées en rouge ont été exclues de la 
moyenne globale.  

N° de plaque Hc κc λc

Plaque 2 57 62 28

Plaque 3 68 52 35

Plaque 4 45 55 24

Tri n°2 Plaque 4 64 47 38

Tri n°3 Plaque 1 62 53 55

Plaque 3 48,3 46,6 43,3

Plaque 4 48,3 36,6 40

Plaque 5 61,6 48,3 45

Moyenne  (%) 56,8 50,1 38,5

Tri n°1

Tri n°4

Pourcentage d'amplification (%)
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1.8 Clonage et production des anticorps monoclonaux 

 

Les gènes des chaînes amplifiées ont ensuite été séquencées (GENEWIZ) et les séquences 

obtenues ont été alignées sur la base de données IMGT (IMGT.org) afin d’identifier les 

familles de gènes d’immunoglobulines correspondantes. Pour les échantillons dans lesquels 

la présence de gène d’Ig a été confirmée, une troisième étape de PCR a été effectuée pour 

obtenir des amplicons dotés de séquence « seamless » en 5’ et 3’ permettant le clonage des 

gènes d’intérêt par recombinaison. Cette « PCR de clonage » a été réalisée en utilisant des 

amorces spécifiques des familles identifiées par IMGT. Les inserts obtenus ont été clonés 

dans des plasmides d’expression et les couples chaînes lourde/légère appropriées ont été 

transfectés dans des cellules HEK 293F afin de permettre la production des anticorps 

correspondants. Le tableau ci-dessous présente le rendement correspondant au nombre 

d’anticorps produits par rapport au nombre de paires de chaînes lourdes/légères d’intérêt, 

c’est-à-dire amplifiées avec succès lors de la PCR imbriquée à partir d’une cellule montrant 

un signal de MFI supérieur à un seuil défini pour chaque fluorochrome. Une analyse à 

postériori (index sort) nous a permis d’affiner les valeurs de seuil de positivité pour chaque 

fluorochrome.  

Cette différence est dûe au fait que lors du tri, un seuil bas a été choisi pour isoler le 

maximum de cellules. Le rendement moyen des 9 plaques traitées s’élève à 60,5% (Figure 

34). Les principaux facteurs limitants de cette production d’anticorps comprennent i) 

l’absence d’amplification de paires d’intérêt lors de la PCR imbriquée ii) l’absence 

d’amplification lors de la PCR de clonage iii) l’échec du clonage iv) l’absence d’expression 

des anticorps par les cellules HEK293F.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Tableau récapitulatif du rendement d’obtention des anticorps monoclonaux 

lors des différentes étapes de l’approche.  

Donneur Tri N°Plaque Paires Paires d'intérêt Paires clonées Anticorps Rendement (%)

2 32 2 2 2 100,0

3 38 6 5 2 33,3

4 23 7 5 4 57,1

2 4 42 5 2 2 40,0

3 1 40 20 18 18 90,0

2 27 16 8 8 50,0

3 30 20 17 14 70,0

4 28 9 5 4 44,4

5 41 20 14 12 60,0

Total 301 105 76 66 60,5

16

25

4

1
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Criblage par ELISA des anticorps monoclonaux dirigés contre His-

PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag 

 

Les 66 anticorps produits ont été criblés par ELISA contre les protéines utilisées lors du tri. 

Notre stratégie a permis l’isolement de 66 anticorps, dont 4 positifs en ELISA pour His-PcrV-

Avitag et 14 positifs pour His-PscF-Avitag (Figure 35). Ces résultats sont cohérents avec le 

nombre plus élevé de cellules B mémoire ayant un signal positif pour His-PscF-Avitag lors 

du tri cellulaire comparé à celles ayant un signal positif pour His-PcrV-Avitag.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Douze anticorps donnant en ELISA un signal positif pour les deux protéines ont été 

considérés comme poly-réactifs et exclus de la suite de la caractérisation (les 2 protéines 

n’ayant pas d’homologie de séquence). Pour les 4 anticorps monoclonaux anti-PcrV, les 

EC50 étaient relativement similaires avec des valeurs allant de 0,02 µg/mL à 0,13 µg/mL 

(Figure 36). Les EC50 des 14 IgG anti-PscF formaient une gamme plus large avec des valeurs 

allant de 0,07 à 10,89 µg/mL (Figure 36).   

Ces données indiquent que la majorité des anticorps isolés possède une forte affinité 

apparente pour les protéines d’intérêt.  

Figure 35 : Tableau récapitulatif de la spécificité des anticorps monoclonaux humains observée en 

ELISA contre His-PcrV-Avitag et His-PscF-Avitag.  

Tri n°1 IgG Anti-PcrV IgG Anti-PscF  IgG Non-Spécifique Total

Plaque 2 0 0 2 2

Plaque 3 1 0 1 2

Plaque 4 0 0 4 4

Tri n°2

Plaque 4 0 0 2 2

Tri n°3

Plaque 1 0 7 11 18

Tri n°4

Plaque 2 0 0 8 8

Plaque 3 1 4 9 14

Plaque 4 0 0 4 4

Plaque 5 2 3 7 12

Total 4 14 48 66
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Alignement des séquences de cha nes d’immunoglobulines sur 

IMGT 

 

Les familles des gènes d’immunoglobulines des régions V et J ainsi que les pourcentages 

d’identité de ces gènes avec la lignée germinale correspondante ont été récapitulés (Figure 

37). La diversité des familles des gènes de chaînes lourdes et légères ne semble pas montrer 

d’enrichissement particulier vis-à-vis d’une famille de gène de chaînes d’immunoglobulines, 

que ce soit pour les anticorps anti-PcrV ou anti-PscF.  

 

Figure 36 : Tableau récapitulatif de l’EC50 des anticorps monoclonaux humains recombinants isolés.  

Les « effective dilution 50 » (ED50) ont été calculées à partir des données brutes d’ELISA direct 
sélectionnées (Absorbance) après normalisation en utilisant la fonction de régression non-linéaire « log 
inhibitor versus normalised response » de GraphPad Prism (version 9).  

IgG Anti-PcrV EC50 PcrV (µg/mL)

S4P5B3 0,02

S4P3D6 0,05

S1P3G9 0,13

S4P5E10 0,03

IgG anti-PscF EC50 PscF (µg/mL)

S3P1D5 0,18

S3P1B7 0,07

S3P1B4 0,24

 S3P1F5 4,65

S4P3B9 4,22

S4P3G6 1,28

S4P3G7 10,61

S3P1D7 1,63

S4P5G10 0,02

S4P3G2 2,08

S4P5D5 0,39

 S3P1D6 0,51

S3P1D8 0,03

S4P5C4 10,89
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De façon intéressante, on observe un pourcentage d’identité des régions V supérieur à 90% 

pour la majorité des anticorps anti-PcrV excepté pour S4P5E10 (88% et de régions J de 74%) 

(Figure 37).   

De même, les anticorps anti-PscF montrent un pourcentage d’identité des régions V et J des 

chaînes lourdes supérieur à 90% excepté les anticorps S3P1D5, S3P1F5, S4P3G7 et S4P5G10 

(Figure 37). Les chaînes légères des anticorps anti-PscF sont quant à elles relativement peu 

mutées comme le montrent les pourcentages d’identité des régions V et J supérieurs à 90% 

(Figure 37).  

Ces données suggèrent que dans l’ensemble les anticorps spécifiques de PscF et PcrV isolés 

possèdent un assez faible niveau de mutations par rapport à la lignée germinale.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Tableau récapitulatif des familles des chaînes lourde et légère des anticorps 

monoclonaux anti-PcrV et anti-PscF putatifs. Le pourcentage d’homologie est calculé en 
nucléotides.    

Chaîne Lourde Gène et allèle V Gène et allèle J Identité Région V (%) Identité  Région J (%)

S1P3G9Hc  IGHV4-61*08  IGHJ6*02 92,44 91,94

S4P3D6Hc  IGHV3-23*01   IGHJ4*02 92,7 89,58

S4P5B3Hc  IGHV3-74*01  IGHJ3*02 96,88 94

S4P5E10Hc  IGHV3-21*01  IGHJ6*02 88,42 74,2

Chaîne légère Gène et allèle V Gène et allèle J Identité Région V (%) Identité  Région J (%)

S1P3G9κc  IGKV3-20*01  IGKJ3*01 94,68 100

S4P3D6κc  IGKV1-8*01  IGKJ4*01 96,41 97,37

S4P5B3λc  IGLV3-25*03  IGLJ2*01 96,1 100

S4P5E10κc  IGKV4-1*01  IGKJ4*01 95 100

Chaîne Lourde Gène et allèle V Gène et allèle J Identité Région V (%) Identité  Région J (%)

S3P1B7Hc  IGHV3-23*01  IGHJ4*02 97,22 91,67

S3P1D5Hc  IGHV4-61*02  IGHJ6*02 83,85 80,65

S3P1B4Hc  IGHV3-23*01  IGHJ6*02 95,14 83,87

S3P1F5Hc  IGHV3-23*01  IGHJ6*02 77,86 83,87

S3P1D7Hc  IGHV3-23*01  IGHJ4*02 96,87 93,75

S4P3B9Hc  IGHV3-66*01  IGHJ4*02 92,63 91,67

S4P3G2Hc  IGHV4-61*02  IGHJ4*02 91,4 93,75

S4P3G6Hc  IGHV3-23*01  IGHJ6*02 98,61 85,48

S4P3G7Hc  IGHV3-72*01  IGHJ3*01 86,39 88

S4P5C4Hc  IGHV3-48*04  IGHJ6*02 90,87 83,61

S4P5D5Hc  IGHV3-23*01  IGHJ4*02  96,52 93,75

S4P5G10Hc  IGHV4-34*01  IGHJ6*02 91,22 77,42

S3P1D6Hc IGHV3-23*04 IGHJ3*02 94,68 94,87

S3P1D8Hc  IGHV3-30*02  IGHJ4*02 90,62 81,25

Chaîne légère Gène et allèle V Gène et allèle J Identité Région V (%) Identité  Région J (%)

S3P1B7κc  IGKV1-16*02  IGKJ2*01 97,13 97,14

S3P1D5κc  IGKV2-28*01  IGKJ3*01 94,22 100

S3P1B4κc  IGKV3-20*01  IGKJ1*01 95,04 97,14

S3P1F5κc  IGKV2-28*01  IGKJ2*01 95,58 89,47

S3P1D7λc  IGLV3-21*02  IGLJ2*01 98,56 97,37

S4P3B9κc  IGKV3-20*01  IGKJ1*01 94,32 94,44

S4P3G2λc  IGLV2-8*01  IGLJ2*01 94,79 88,57

S4P3G6κc  IGKV3-20*01  IGKJ2*01 99,6 89,74

S4P3G7λc  IGLV1-51*01  IGLJ2*01 88 91,67

S4P5C4κc  IGKV4-1*01  IGKJ3*01 95,95 94,74

S4P5D5κc  IGKV1-16*01  IGKJ2*01 98,2 94,29

S4P5G10λc  IGLV1-47*01  IGLJ2*01 94,73 91,67

S3P1D6κc IGKV3-20*01  IGKJ2*01 94,68 94,87

S3P1D8κc  IGKV1-39*01  IGKJ1*01 93,9 94,74
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Criblage fonctionnel des anticorps monoclonaux 

 

Les anticorps positifs en ELISA pour PscF ou PcrV a ensuite été criblés à la concentration 

unique de 100 µg/mL pour tester la capacité d’inhibition de l’injection d’ExoS. Lors du 

criblage préliminaire, les anticorps anti-PcrV putatifs S4P5B3 et S4P3D6 ont montré une 

activité inhibitrice de l’injection d’ExoS-Bla dans les cellules A549. L’anticorps S4P5B3 

neutralisait environ 60% de l’injection de la toxine alors que l’anticorps S4P3D6 semblait 

avoir une activité légèrement inférieure avec une neutralisation d’environ 40% (Figure 38). 

De façon surprenante, les anticorps anti-PscF, bien qu’en plus grand nombre, n’ont pas 

montré d’efficacité fonctionnelle significative dans nos expériences (données non-

montrées).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Afin de vérifier la présence d’un effet-dose des anticorps anti-PcrV dans le test d ‘inhibition du 

SSTIII, l’expérience a été reconduite en utilisant des concentrations croissantes d’anticorps 

jusqu’à 100 µg/mL (Figure 39).  

 

Figure 38 :  Criblage fonctionnel préliminaire d’anticorps monoclonaux anti-Pcr  par test d’inhibition de 

l’injection de ExoS-Bla par la souche CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla . Les données ont été normalisées sur la 
base des rapports de fluorescence 460nm/538nm des conditions des cellules A549 en présence (100% 
d’infection) et en absence (0% d’infection) de bactéries au multiple d’infection de 5. Les données présentées 
représentent le rapport moyen de fluorescence 460nm/538nm normalisé de triplicat (n=1).  
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Les deux anticorps ont montré un effet dépendant de la dose, l’anticorps S4P5B3 a montré 

une efficacité fonctionnelle allant de 60% d’inhibition à 100 µg/mL jusqu’à environ 15% à 1 

µg/mL (Figure 39). L’efficacité du S4P3D6 était légèrement plus faible avec environ 40% 

d’inhibition à 100 µg/mL ce qui est cohérent avec les précédentes observations (Figure 38) 

et l’effet était perdu à 1 µg/mL. Ces expériences seront reproduites afin d’obtenir des 

résultats plus robustes et de calculer des valeurs statistiques.   

Les tests d’inhibition suggèrent donc que les deux anticorps anti-PcrV S4P5B3 et S4P3D6 

reconnaissent un épitope neutralisant sur PcrV et sont capables d’inhiber la translocation 

d’ExoS-Bla dépendante du SSTIII.  

 

 

 

 

 

 

Figure 39 :  Criblage fonctionnel d’anticorps monoclonaux anti-Pcr  par test d’inhibition de l’injection 

de ExoS-Bla par la souche CHAdeltaExoSattB :: exoS-bla. Les données ont été normalisées sur la base des 
rapports de fluorescence 460nm/538nm des conditions des cellules A549 en présence (100% d’infection) et 
en absence (0% d’infection) de bactéries au multiple d’infection de 5. Les données présentées représentent 
le rapport de fluorescence 460nm/538nm normalisé de triplicat (n=1).  
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Caractérisation des anticorps monoclonaux fonctionnels anti-PcrV 

isolés 

 

1.9  Cartographie des épitopes par ELISA de compétition 

 

Dans le but d’obtenir des informations préliminaires sur les épitopes reconnus en particulier 

par les 2 anticorps inhibiteurs du SSTIII, des ELISA par compétitions ont été réalisés. Chacun 

des 4 anticorps anti-PcrV a été mis en compétition avec chacun des trois autres pour 

l’interaction avec His-PcrV. Différentes concentrations d’anticorps compétiteurs ont été 

d’abord incubées avec His-PcrV, puis l’anticorps biotinylé a été rajouté à une concentration 

correspondant à son ED70. L’absorbance observée correspond au signal de l’anticorps 

biotinylé. En cas de compétition, une diminution de l’absorbance de l’anticorps biotinylé 

est attendue. L’anticorps monoclonal anti-G120 PG9 a été utilisé comme compétiteur pour 

fournir un contrôle négatif de compétition (Figure 40A, B, C et D). Le signal observé avec les 

anticorps S1P3G9* et S4P5E10* n’a pas montré de diminution avec aucun des anticorps 

compétiteurs testés excepté eux-mêmes (Figures 40A et 40B). De même, ces anticorps 

lorsqu’utilisés comme compétiteurs n’ont diminué le signal donné par aucun des autres 

anticorps qu’eux-mêmes (Figure 40 A, B, C, et D). Ces résultats indiquent que S1P3G9 et 

S4P5E10 n’entrent en compétition avec aucun des autres anticorps testés et reconnaissent 

des épitopes différents de ceux de tous les autres anticorps. En revanche, une compétition 

a été mise en évidence entre les anticorps S4P5B3 et S4P3D6. Ainsi, lorsque l’anticorps 

S4P5B3 a été utilisé comme compétiteur contre S4P3D6*, une diminution du signal 

dépendante de la concentration a été observée indiquant une compétition entre les deux 

anticorps pour l’interaction avec PcrV (Figure 40 D). De même, lorsque le S4P3D6 est utilisé 

comme compétiteur contre S4P5B3*, une diminution, bien qu’inférieure au cas précédent, 

est observée (Figure 40C). Ces résultats indiquent que les anticorps S4P3D6 et le S4P5B3 

interagissent avec la même région de PcrV. A noter, la compétition est plus importante pour 

la combinaison S4P3D6-S4P5B3* comparée au couple S4P5B3-S4P3D6*. Un koff, soit la 

constante de dissociation d’un complexe formé par deux protéines, plus long de S4P5B3 

pourrait éventuellement expliquer cette différence, en effet la durée de dissociation du 
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complexe S4P5B3-PcrV plus longue réduirait les possibilités  d’interaction entre S4P3D6 et 

PcrV.  

Au total, 3 régions différentes sont reconnues par les 4 anticorps. Les 2 anticorps avec une 

activité d’inhibition du SSTIII semblent reconnaitre une même région. 

 

 

 

 

 

 

1.10 Reconnaissance par S4P5B3 et S4P3D6 de variants de PcrV. 

 

Afin de déterminer si les épitopes reconnus par les anticorps monoclonaux fonctionnels 

S4P5B3 et S4P3D6 sont conservés parmi les variants de P. aeruginosa, l’efficacité 

fonctionnelle de ces derniers contre des variants de PcrV exprimés par différentes souches 

Figure 40 : ELISA par compétition entre les anticorps monoclonaux humains anti-PcrV. A) ELISA par compétition entre S1P3G9 

biotinylé et les autres anticorps anti-PcrV compétitieurs. B) ELISA par compétition entre S4P5E10 biotinylé et les autres anticorps 
anti-PcrV compétiteurs. C) ELISA par compétition entre S4P3D6 biotinylé et les autres anticorps anti-PcrV compétiteurs. D) ELISA 
par compétition entre S4P5B3 biotinylé et les autres anticorps anti-PcrV compétitieurs. Les valeurs d’absorbance ont été 
normalisées avec la moyenne de valeur d’absorbance de l’anticorps biotinylé à l’ED70. Les données représentent les données de  
3 expériences indépendantes (n=3).  
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a été évaluée. Pour cela, différentes souches CHA∆pcrV :: miniCTXexoS-bla porteuses d’un 

plasmide codant pour différents variants (V1, V2, V3, V4 et V5) ont été utilisées en test 

d’injection d’ExoS.  

Les différents variants de PcrV ont été sélectionnés pour leur prévalence parmi 913 isolats 

cliniques de P. aeruginosa séquencés par Tabor et collègues (TABOR et al, 2018). En effet, 

les 5 variants sélectionnés sont présents dans 82,3% des isolats étudiés (Tabor et al, 2018).  

La séquence de PcrV de PAO1 (V1) a été utilisée comme référence. Les mutations 

définissant les différents variants ainsi que leur prévalence parmi les isolats cliniques selon 

les données de Tabor et al sont présentés en Figure 41.  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Le variant V4 correspond au variant de PcrV exprimé par la souche CHA qui a été utilisée 

pour le criblage fonctionnel initial des anticorps. Cette souche a été considérée comme la 

souche de référence dans ces expériences. Pour chacun des variants testés, l’anticorps 

monoclonal S4P5B3 neutralise l’injection d’ExoS (Figures 42 A-E) avec une efficacité variant 

de 40 à 60% d’inhibition à la concentration de 100 µg/mL. De façon cohérente avec les 

précédentes observations, une efficacité dépendante de la dose est observée (Figure 42 D). 

De façon surprenante, l’anticorps monoclonal S4P3D6 n’a pas d’effet sur l’injection aux 

concentrations testées sur les variants V2, V3, V4 et V5 (Figures 42 B-E).  

Cependant, cet anticorps montre un fort effet dose-réponse sur le variant V1 avec une 

inhibition allant jusqu’à 90% à 100 µg/mL ce qui est cohérent avec le fait que le PcrV 

recombinant de V1 ait été utilisé pour son isolement.  

 

  

 

Figure 41 : Tableau comparatif des variants de PcrV utilisés. Les pourcentages présentés sont issus 

de l’analyse de séquences de 913 isolats cliniques (Tabor et al, 2018).  

Variant Variation d'acides aminés Prévalence des isolats cliniques (%) 

V1 / 47,8

V2 L6F, A9G, S21P, 225R 15,6

V3 L6F, S21P, S225K 6,9

V4 S225R 6,5

V5 L6F, A9G, S21P, 225K 5,5

javascript:void(0)
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Figure 42 :  Criblage fonctionnel d’anticorps monoclonaux anti-PcrV contre différents variants de PcrV.  

A) Test d’inhibition d’injection de la souche CHA exprimant le variant V1 de PcrV. B)  Test d’inhibition d’injection 
de la souche CHA exprimant le variant V2 de PcrV C) Test d’inhibition d’injection de la souche CHA exprimant le 
variant V3 de PcrV D) Test d’inhibition d’injection de la souche CHA exprimant le variant V4 de PcrV E) Test 
d’inhibition d’injection de la souche CHA exprimant le variant V5 de PcrV. Les données ont été normalisées sur 
la base des rapports de fluorescence 460nm/538nm des conditions des cellules A549 en présence (100% 
d’infection) et en l’absence (0% d’infection) de bactéries au multiple d’infection de 5. Les données présentées 
pour le variant V4 représentent les moyennes de rapport de fluorescence 460nm/538nm normalisé réalisé en 
triplicat (n=3). Les données présentées pour le variant V1 et V3 sont les moyennes de rapport de fluorescence 
460nm/538nm normalisé réalisé en triplicat (n=2). Les données présentées pour le variant V2 et V5 sont les 
moyennes de rapport de fluorescence 460nm/538nm normalisé réalisé en triplicat (n=1). Ces expériences ont 
été réalisées par François Cretin de l’équipe PBRC de l’IBS de Grenoble. 
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La forte neutralisation de l’activité d’injection de la souche exprimant le variant V1 par 

S4P3D6 suggère que la présence d’une sérine en position 225 de la protéine favorise la 

fixation de cet anticorps. De façon surprenante, cet anticorps n’a montré aucun effet sur le 

variant V4 (CHA) dans ces dernières expériences contrairement au faible effet observé lors 

du criblage initial de cet anticorps (Figure 38 et 39). Des réplicats de ces expériences seront 

effectués afin d’éclaircir ce point.  

L’anticorps S4P5B3 ne semble pas affecté par les variations testées de résidus aux positions 

6, 9, 21 et 225 de PcrV, suggérant que celles-ci ne modifient pas sa reconnaissance. Ces 

expériences seront également répliquées afin de s’assurer que les résultats sont robustes 

et statistiquement significatifs. 

 
 

1.11 Mesure de l’affinité par Bio-layer interferometry (BLI) 

 

La technique bio-layer interferometry (BLI) est une technique optique permettant de 

mesurer la cinétique et l’affinité de l’interaction entre deux macromolécules (CONCEPCION 

et al, 2009).  Pour cela, une des deux molécules partenaires est préalablement immobilisée 

sur un biocapteur qui est mis en contact avec l’analyte en solution. L’interaction entre les 

deux molécules va produire une couche optique formée de deux surfaces distinctes, celle 

de la molécule immobilisée et celle du complexe formé par la molécule immobilisée en 

interaction avec l’analyte. Les différences de réflexion de la lumière blanche sur ces deux 

surfaces vont produire des décalages de longueur d’ondes qui sont directement associés à 

l’épaisseur de la couche formée par les deux surfaces précédemment décrites. Cela permet 

de mesurer en temps réel les changements d’épaisseur et donc l’interaction entre les deux 

molécules.  Une expérience de BLI se compose de plusieurs étapes : la capture sur le 

biocapteur de l’échantillon à immobiliser suivi d’un lavage afin d’obtenir une ligne de base, 

une phase d’association entre l’échantillon immobilisé et l’analyte, et enfin une phase de 

dissociation (Figure 43). Les phases d’association et de dissociation permettent de mesurer 

la constante cinétique d’association (kon ou ka) et la constante cinétique de dissociation (koff 

ou kd). Le rapport de la constante cinétique de dissociation sur la constante cinétique 

d’association permet d’obtenir la constante de dissociation (KD).  
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Ces données sont ensuite analysées selon un modèle d’interaction bivalent dans le cas d’un 

anticorps, cette molécule possédant 2 parties Fab capables de se lier à la protéine ou 

monovalent dans le cas de l’étude d’une interaction Fab-Protéine.  

Pour notre étude, la protéine His-PcrV-Avitag biotinylée a été immobilisée sur des 

biocapteurs conjugués avec de la streptavidine. Chaque biocapteur ainsi fonctionnalisé a 

été incubé avec différentes concentrations des anticorps S4P5B3 et S4P3D6 (0-200 nM) et 

de fragment Fab S4P5B3fab (0-3200 nM).  

 

 

Chaque mesure cinétique a été effectuée en duplicats. Pour l’interaction anticorps-PcrV, les 

données ont été traitées en appliquant un modèle bivalent 1-2. L’anticorps S4P5B3 a un kd 

extrêmement lent se situant à la limite de détection de l’instrument (1.0E-7) (Figure 44). 

Ceci pourrait expliquer l’erreur importante observée dans sa détermination et donc celle 

du KD. Le KD estimé est inférieur au nM, indiquant une interaction S4P5B3-PcrV de très forte 

affinité.  

Le KD de l’anticorps S4P3D6 est plus élevé que celui de S4P5B3 et a pu être mesuré avec une 

plus grande précision. L’affinité de cet anticorps est de l’ordre de 0,75 nM (S.D.=1,9E-2 nM) 

(Figure 44).  

Figure 43 : Représentation schématique d’une cinétique d’interaction entre une protéine immobilisée et 

un analyte. Une cinétique d’interaction mesurée en BLI comprend l’immobilisation de l’échantillon suivi d’un 
lavage permettant l’acquisition d’une ligne de base. Ensuite la protéine immobilisée est mise en contact avec 
l’analyte résultant en une phase d’association puis de dissociation. Il est possible de procéder à une étape de 
régénération où les analytes sont dissociés de la protéine immobilisée pour procéder à une seconde mesure.  
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Le modèle monovalent 1 :1 a été appliqué pour analyser les données, une interaction Fab : 

antigène étant attendue.  

Le S4P5B3fab possède une affinité plus faible que l’anticorps complet avec un KD mesuré de 

91 nM (Figure 44). Cette différence est due à une plus forte avidité de l’interaction divalente 

de l’anticorps avec l’antigène.   

Ces expériences ont été menées avec l’aide et la participation de Jean-Baptiste Reiser du 

groupe CAID de l’IBS de Grenoble.  

 

 
 

1.12 Purification du complexe His-PcrV/S4P5B3Fab 

 

Dans le but d’obtenir des complexes PcrV/Fab homogènes visant à être cristallisés, les 

protéines S4P5B3Fab et His-PcrV ont été incubées selon plusieurs ratios molaires Fab : 

protéine (1 :2, 1 :5 et 1 :10) et les échantillons ont été séparés par chromatographie 

d’exclusion de taille. Les tailles de la protéine et du Fab étant proches (34,4 kDa et 50 kDa, 

respectivement), la protéine PcrV a été mise en excès. Ainsi, la différence plus marquée 

entre 84,4 KDa correspondant au complexe et 50 kDa correspondant à His-PcrV attendue 

serait plus aisée à séparer par chromatographie d’exclusion de taille. Les profils d’élutions 

correspondant aux ratios testés montrent la présence de deux pics distincts. L’intensité 

relative du premier pic ne semble pas varier entre les ratios contrairement au second 

(Figure 45).  

 

 

 

Figure 44 : Calcul de l’affinité des anticorps et fragment Fab. Les expériences ont été menées en duplicats. Le KD 

communiqué correspond à la moyenne des KD mesurés sur deux expériences indépendantes.  

Sensor Ligand Analyte Conc. Replicate KD (M) ka (1/Ms) ka2 kdis (1/s) kdis2 Rmax Full X^2 Full R^2

S4P5B3 0-200 nM Mean 2,4E-11 3,6E+04 1,2E+00 9,3E-07 3,2E-01 4,75 1,0765 0,9998

SD n.d. 3,8E+03 2,0E-01 n.d. 5,0E-02

S4P5D6 0-200 nM Mean 7,5E-10 6,2E+04 4,1E-01 4,6E-05 1,2E-02 7,91 4,6091 0,9997

SD 1,9E-11 1,6E+02 2,4E-01 1,3E-06 6,0E-03

S4P5B3-Fab 0-3200 nM Mean 9,1E-08 2,0E+03 1,9E-04 1,26 2,6003 0,9995

SD 3,0E-09 2,4E+01 3,8E-06

His-PCrV-AviTagSAX
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L’analyse par SDS-PAGE a mis en évidence la présence des deux protéines dans chacun des 

pics.  

Cependant, la stœchiométrie du premier semble s’approcher du 1 :1 alors que PcrV est 

retrouvée en excès dans le second (Figure 46B). L’absence de différence d’intensité du pic 

1 entre les différents ratios a mené au choix du ratio 1 :2. Ces résultats suggèrent que ce 

ratio est suffisant pour atteindre un équilibre où tous les complexes possibles sont formés.  

 

 

 

 

 

 

Figure 45 : Comparaison des profils d’élution du complexe S4P5B3Fab_His-PcrV selon différents ratios 

molaires.  Le ratio molaire Fab :PcrV de 1 :2 est indiqué en vert, celui de 1 :5 en orange et celui de 1 :10 en bleu.  
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Figure 46 : Purification du complexe S4P5B3fab_His-PcrV par chromatographie d’exclusion de taille. A) Profil d’élution de 

chromatographie d’exclusion de taille du complexe S4P5B3fab_His-PcrV. B) Analyse par SDS-PAGE (4-20%) des fractions 
d’élutions de la chromatographie d’exclusion de taille.  
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Essai de cristallisation du complexe S4P5B3_His-PcrV 

 

Dans le but d’obtenir la structure du complexe S4P5B3fab_His-PcrV pour identifier les 

épitopes de la protéine reconnus par l’anticorps et d’élucider le mécanisme d’inhibition du 

SSTIII, des essais de cristallisation ont été entrepris avec la technique de diffusion de vapeur. 

Un échantillon correspondant au pic 1 obtenu en CET (Figure 46B) comportant des 

complexes 1 :1 aux concentrations de 7 mg/mL, 4 mg/mL et 1 mg/mL a été envoyé à la 

plateforme HTX.  

Le criblage de conditions de cristallisation par la plateforme HTX de l’ISBG a permis 

l’obtention de cristaux pour l’échantillon à 7 mg/mL avec la condition suivante : 0,14 M 

chlorure de calcium dihydrate, 0,1 M acétate de sodium pH 4,6, 14% 2-propanol et 30% 

glycérol à 20°C avec un ratio protéine : précipitant de 1 (Figure 47). Les cristaux ont ensuite 

été récoltés par le robot de récolte CrystalDirect disponible à la plateforme et testés pour 

leur diffraction aux rayons X. Cependant, aucune diffraction n’a été détectée. Des essais 

plus poussés seront prochainement effectués au laboratoire afin de tester de nouvelles 

conditions de cristallisation.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 47 : Photographie des cristaux obtenus à la suite du criblage par la plateforme HTX. 

Les cristaux ont été obtenus dans 0,14M chlorure de calcium dihydrate, 0,1M acétate de 
sodium pH 4,6, 14% 2-propanol et 30% glycérol. Le ratio protéine : précipitant utilisé est de 1.  
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Discussion et perspectives  
 

Réponses anticorps anti-PcrV et anti-PscF chez les sujets infectés 

par P.aeruginosa. 

 

Dans cette étude, nous avons étudié la réponse d’anticorps contre le SSTIII de P.aeruginosa 

chez des patients atteints d’infections aiguës et chroniques. Le consensus actuel concernant 

la dynamique d’expression du SSTIII chez P.aeruginosa suggère que ce système est exprimé 

lors de la phase aiguë de l’infection et que son expression est réprimée lors d’établissement 

de l’infection chronique (ROY-BURMAN et al, 2001) (JAIN et al, 2004) (LEE et al, 2005). Des 

études ont cependant montré la présence d’anticorps anti-PcrV chez des patients atteints 

d’infections aiguës et chroniques du tractus respiratoire (NAGAOKA et al, 2019) et des 

patients atteints de mucoviscidose infectés chroniquement par P.aeruginosa (MOSS et al, 

2001) (MILAGRES et al, 2006). La détection de ces anticorps anti-PcrV chez les patients 

atteints d’infections chorniques suggère tout de même une expression de la protéine à un 

niveau et pendant une durée suffisante pour le développement d’une réponse humorale 

(MILAGRES et al, 2006) (MOSS et al, 2001). Une réponse humorale contre PscF chez des 

patients atteints d’infections aiguës ou chroniques à P.aeruginosa n’a quant à elle pas été 

documentée à ce jour à notre connaissance.  

 

Dans notre étude, les sérums de patients atteints d’infections aiguës que nous avons criblés 

n’ont pas révélé de titre significatif contre aucune des protéines testées, contrairement à 

l’étude de NAGAOKA et collègues évoquée ci-dessus. Notre observation est néanmoins à 

nuancer en raison du faible nombre de sérums étudiés. Par ailleurs, il est possible que le 

traitement antibiotique reçu par les patients de notre cohorte ait eu un impact sur la charge 

bactérienne et, par conséquent, sur la mise en place de la réponse humorale. Le temps 

restreint entre l’infection supposée et le prélèvement des sérums était peut-être aussi 

insuffisant pour le développement de titres importants contre ces protéines.  

 Néanmoins, nous avons pu montrer qu’une fraction significative des patients atteints de 

mucoviscidose inclus dans notre étude possédait bien dans leur sérum des anticorps anti-

PcrV, mais aussi anti-PscF.  
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La réponse anticorps anti-PscF s’est d’ailleurs montrée prépondérante chez les patients 

étudiés comme l’indiquent à la fois le plus grand nombre de donneurs possédants des 

anticorps anti-PscF et le fait que les titres en anti-PscF semblaient plus élevés que ceux 

mesurés contre PcrV. Nos résultats suggèrent donc qu’une réponse anti-PscF est commune 

chez les patients atteints de mucoviscidose et infectés chroniquement par P.aeruginosa. 

Ces résultats indiquent qu’une expression du SSTIII chez ces patients existe, au moins à un 

niveau et pendant un temps suffisant pour stimuler une réponse anticorps.  

 

Notre étude a ensuite montré que parmi les huit sérums testés en test fonctionnel, seuls 

trois (donneurs 12, 16 et 25) possédaient des anticorps capables de neutraliser l’activité du 

SSTIII dans un modèle cellulaire, suggérant que le développement d’anticorps capables de 

bloquer le SSTIII est relativement rare chez les sujets atteints de mucoviscidose. Cependant, 

les criblages fonctionnels ont été effectués en utilisant la souche CHA de P.aeruginosa qui 

n’était pas la même souche que celle qui a infecté les patients. Des différences de séquence 

entre les protéines PcrV et PscF de CHA et de la souche du patient pourraient donc 

également expliquer une absence d’efficacité fonctionnelle des anticorps de certains sujets.   

À noter également, concernant les donneurs dont les sérums n’ont pas été testés en test 

fonctionnel, il est difficile de conclure de façon définitive sur la capacité de leurs anticorps 

à inhiber le SSTIII. En effet, nous avons sélectionné pour les tests fonctionnels uniquement 

les donneurs démontrant une réactivité contre PcrV ou PscF en ELISA. Nous ne pouvons pas 

exclure que le sérum des donneurs non sélectionnés pouvait inhiber le SSTIII via des 

anticorps dirigés contre d’autres protéines du SSTIII (comme par exemple PopB/D).  

 

Isolement d’anticorps monoclonaux spécifiques de PcrV et PscF. 

 

Notre but a été ensuite de sélectionner des sujets pour notre approche d’isolement 

d’anticorps monoclonaux dirigés contre PcrV et PscF. Des expériences de déplétion en 

anticorps anti-PcrV et/ou anti-PscF ont permis de déterminer quels donneurs possédaient 

des anticorps fonctionnels spécifiques de ces protéines.  

Concernant le donneur 12, les résultats n’ont pas permis de conclure sur la présence ou 

l’absence d’anticorps dirigés contre ces protéines et capables d’inhibition.  
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Nos résultats ont en revanche montré que la déplétion des anticorps spécifiques de PscF 

recombinant diminuait l’efficacité des IgG polyclonales du donneur 16. Cela a indiqué que 

ce donneur possède des anticorps anti-PscF fonctionnels qui reconnaissent la protéine 

recombinante, mais aussi (de façon importante pour notre approche) son équivalent natif, 

confirmant ainsi la perspective d’isolement de ces anticorps via des stratégies de tri 

cellulaire avec cette protéine comme appât. De même, la réduction de l’efficacité des IgG 

polyclonales du donneur 25 après double déplétion par PcrV et PscF suggère les mêmes 

implications, mais cette fois pour les deux protéines.  

 

Il faut noter que les formes recombinantes des protéines PcrV et PscF ne récapitulent pas 

nécessairement la conformation physiologique des protéines exprimées à la surface des 

bactéries et leur seule utilisation constitue un biais pour la sélection des donneurs et 

l’isolement d’anticorps spécifiques. En prenant en compte ce biais, on peut faire 

l’hypothèse que les expériences de déplétion basées sur l’emploi des protéines 

recombinantes n’aient pas parfois (comme dans le cas du donneur 12) affecté l’activité 

fonctionnelle des IgG malgré la présence d’anticorps fonctionnels spécifiques de PcrV ou 

PscF. Ces anticorps fonctionnels putatifs seraient hors d’atteinte de notre approche car non-

capturable par nos appâts recombinants.    

 

Les donneurs 16 et 25 ont donc été sélectionnés pour l’isolement d’anticorps anti-PscF et 

anti-PcrV via le tri de cellules B mémoire IgG+ spécifiques. Nos travaux ont donc permis la 

production d’un panel de 18 anticorps monoclonaux humains, dont 14 spécifiques de PscF 

et 3 spécifiques de PcrV provenant du donneur 25 et 1 spécifique de PcrV provenant du 

donneur 16. Le faible nombre d’anticorps isolés à partir du donneur 16 est en partie lié aux 

difficultés techniques et au manque d’optimisation du 1er tri qui avait été effectué avec les 

cellules de ce donneur. Dans le cas du donneur 25, la fréquence de lymphocytes B mémoire 

spécifiques de PscF recombinant a été supérieure à celle des lymphocytes B mémoire 

spécifiques de PcrV recombinant.  
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Les anticorps monoclonaux anti-PscF. 

 

Bien que nous ayons pu isoler un nombre relativement élevé d’anticorps anti-PscF 

recombinants à partir de ces cellules, aucune efficacité fonctionnelle n’a été observée pour 

ces derniers. Cependant, les expériences de déplétion sur les IgG du donneur 25 suggèrent 

bien que des anticorps fonctionnels sont capturables par PscF recombinant. Alors pourquoi 

n’avons-nous pas isolé ces anticorps ?  

Deux hypothèses peuvent être avancées : i) ce pourrait être une question de nombre et de 

probabilité : un très faible nombre d’anticorps fonctionnels anti-PscF seraient présents dans 

le répertoire anticorps des patients, obligeant à isoler une grande quantité d’anticorps 

monoclonaux pour avoir la chance d’en trouver un aux capacités d’inhibition du SSTIII ; ii) 

les anticorps dans le sérum ne sont pas le reflet du répertoire des cellules B mémoire 

présentes en périphérie et si des anticorps anti-PscF fonctionnels sont bien retrouvés dans 

le sérum, on ne les retrouve pas dans le compartiment mémoire, en tout cas chez les sujets 

utilisés pour notre approche. Concernant la première hypothèse, la totalité des plaques de 

RT-PCR obtenues lors des différents tris n’a pas encore été traitée et il persiste donc une 

possibilité de pouvoir isoler d’autres anticorps anti-PscF ayant une activité de blocage du 

SSTIII.  

 

Pour mieux caractériser nos anticorps anti-PscF, il serait intéressant d’avoir recours à des 

expériences d’immunofluorescence pour obtenir des informations sur la reconnaissance de 

la protéine lorsqu’elle est exprimée à la surface de la bactérie. Ceci permettrait de confirmer 

que les anticorps se fixent sur PscF à la surface bactérienne sans en inhiber la fonction. Ces 

expériences sont actuellement en phase de mise au point dans le laboratoire de nos 

collaborateurs PBRC à l’IBS de Grenoble. De même, la caractérisation des épitopes reconnus 

par ces anticorps anti-PscF non-neutralisants pourrait aider à mieux comprendre, par 

exclusion, la nature des anticorps qui pourraient inactiver PscF. À cet égard, il serait 

également intéressant de comprendre si les anti-PcsF isolés reconnaissent des épitopes 

différents. Des expériences de compétition, comme décrites pour les anticorps anti-PcrV 

pourront être envisagées. 
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Concernant les épitopes reconnus, la conformation de la protéine recombinante utilisée 

pour le tri pourrait aussi avoir entraîné un biais de sélection des anticorps. Il a été montré 

que la surexpression de PscF-His dans E.coli entrainait la formation de fibres d’une longueur 

(>1µm), bien plus grandes que celle de la structure d’origine de l’aiguille (LOMBARDI et al, 

2019). Des images obtenues en microscopie électronique au laboratoire suggèrent que la 

position de l’étiquette 6xHis joue un rôle dans la conformation de PscF recombinant. En 

effet, une position de cette étiquette en carboxy-terminal mène à la formation de la fibre 

décrite plus haut alors que la position en amino-terminal de cette même étiquette (comme 

utilisé dans cette étude) forme des structures globulaires (données non montrées). La 

conformation fibrillaire de PscF pourrait donc éventuellement présenter des épitopes peu 

accessibles par notre construction actuelle, épitopes qui pourraient être impliqués dans 

l’inhibition de l’injection. Il serait intéressant de comparer les interactions des anticorps 

anti-PscF isolés avec les deux constructions afin de déterminer si ces protéines partagent 

ou non les épitopes de nos anticorps.  

 

Toutes ces études pourraient ainsi mener à l’élaboration d’une construction optimisée de 

PscF recombinant dépourvue des épitopes non impliqués dans l’inhibition du SSTIII et 

permettre possiblement un isolement plus efficace d’anticorps fonctionnels anti-PscF par 

l’approche de tri cellulaire.  

 

Les anticorps monoclonaux anti-PcrV 

 

S1P3G9 et S4P5E10 : des anticorps sans activité d’inhibition du SSTIII ? 

 

L’absence d’efficacité fonctionnelle des anticorps S1P3G9 et S4P5E10, qui ont une affinité 

forte pour PcrV, pourrait s’expliquer par i) la reconnaissance d’un épitope non-fonctionnel 

sur la protéine cible ; ii) la reconnaissance d’un épitope accessible sur la protéine 

recombinante, mais qui est non-accessible par les anticorps sur la protéine telle 

qu’exprimée à la surface de la bactérie. À cet égard les 2 anticorps reconnaissent des 

épitopes différents comme montré par les expériences de compétition.  
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Une cartographie de ces épitopes pourra être utile pour mieux définir par exclusion les 

épitopes de PcrV potentiellement intéressants d’un point de vue fonctionnel d’inhibition du 

SSTIII par les anticorps et pour comprendre le mécanisme. 

Enfin, il faut noter que ces anticorps ont été testés en test d’injection sur la souche CHA 

(variant V4 de PcrV), alors que la sélection et les ELISA ont utilisé le variant PcrV V1 

recombinant. Nous ne pouvons pas exclure que ces 2 anticorps soient spécifiques de V1 et 

incapables de se fixer à V4 et par conséquent de neutraliser la souche PAO1.  

Ces anticorps seront donc prochainement testés contre la souche PAO1 porteuse du gène 

de fusion ExoS-Bla afin de vérifier cette hypothèse.   

 

S4P5B3 et S4P3D6 : anticorps monoclonaux humains inhibiteurs du SSTIII. 

 

Parmi les 4 anticorps anti-PcrV isolés, S4P5B3 et S4P3D6, ont montré une capacité 

d’inhibition du SSTIII. Nous avons donc pu fournir une preuve de concept sur la faisabilité 

d’isoler des anticorps monoclonaux humains neutralisant l’injection de ExoS du SSTIII de 

P.aeruginosa  à partir de sujets infectés chroniquement. A notre connaissance, il s’agit de 

la première description d’anticorps monoclonaux humains anti-PcrV inhibiteurs du SSTIII.  

La caractérisation de ces anticorps monoclonaux a donc été priorisée dans ces travaux. Ces 

anticorps ont une forte affinité pour PcrV recombinant qui est de l’ordre du nM comme 

mesuré en BLI.  

Les expériences d’ELISA en compétition ont également montré que ces anticorps 

interagissent avec la même région de PcrV recombinant. De façon intéressante, les résultats 

des tests fonctionnels avec les différents variants de PcrV ont montré que les différentes 

mutations de ces variants n’affectaient pas l’efficacité de l’anticorps S4P5B3. Ces variants 

représentent plus de 80% des isolats cliniques (TABOR et al, 2018) ce qui rend cet anticorps 

particulièrement intéressant dans un contexte thérapeutique. Par contre, la présence d’une 

sérine en position 225 de PcrV semble cruciale pour l’efficacité fonctionnelle de S4P3D6, 

indiquant que ce résidu fait très probablement partie de l’épitope de cet anticorps. Ces 

résultats couplés à ceux des ELISA en compétition montrant un probable chevauchement 

des épitopes de S4P5B3 et S4P3D6 suggèrent donc que ces 2 anticorps interagissent avec 

la région de PcrV comprenant le résidu 225.  



121 

 

Cependant, le fait que l’anticorps S4P3D6 ne soit pas sensible aux changements en position 

225 suggère que les 2 anticorps ne partagent pas les mêmes résidus de contact, et que 

l’épitope de l’anticorps est plus conservé parmi les souches des P. aeruginosa. 

 

La zone d’interaction du S4P5B3 et du S4P3D6 se situerait donc au niveau de la région C-

terminale de PcrV. Cette région a été décrite comme requise pour l’oligomérisation de PcrV 

(GEBUS et al, 2008), elle-même impliquée dans le mécanisme d’injection. On pourrait 

supposer que le mécanisme d’action des anticorps S4P5B3 et S4P3D6 serait d’empêcher la 

formation d’oligomères. Cette hypothèse sera prochainement testée en étudiant la 

capacité de ces anticorps à empêcher la formation d’oligomères de PcrV en mesurant la 

taille des complexes PcrV : anticorps par SEC-MALS.  

 

Une plus ample caractérisation des épitopes de PcrV reconnus par les anticorps 

monoclonaux fonctionnels par des approches de biologie structurale pourrait apporter des 

informations cruciales sur le mécanisme de neutralisation de l’injection de toxine par le 

SSTIII. Par exemple en montrant que les anticorps interagissent avec des résidus de PcrV 

impliqués dans l’oligomérisation (GEBUS et al, 2008). Comme décrit, des tentatives de 

détermination de structure des complexes PcrV-anticorps par cristallographie ont été 

réalisés, mais sans succès à ce jour. De nouvelles conditions sont à l’essai. Il faut noter que 

la taille de la protéine ne favorise pas une détermination de structure par microscopie 

électronique. Enfin, une meilleure connaissance des épitopes neutralisants de PcrV 

ouvrirait de plus la voie à des stratégies de tri plus ciblées par l’utilisation de constructions 

optimisées pour le tri de cellules B spécifiques.  

 

Les 2 anticorps anti-PcrV inhibiteurs du SSTIII que nous avons isolés ont démontré leur 

activité in vitro, mais qu’en est-il de leur capacité à bloquer ce système in vivo et à avoir un 

impact sur la pathogénèse de l’infection à P. aeruginosa ? La prochaine étape clé de ce 

projet est le test de la capacité des anticorps fonctionnels à protéger de l’infection de 

P.aeruginosa dans des modèles animaux. Dans un premier temps, il est envisagé de mener 

ces expériences dans des modèles d’infections aiguës par P.aeruginosa comme par exemple 

la souris pour évaluer le potentiel protecteur de nos anticorps contre des doses létales de 

bactéries. 
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 Le succès de ces expériences pourrait conduire à leur poursuite dans des modèles de 

macaques en collaboration avec Roger Legrand de l’IDMIT à Saclay. Il faudra, bien sûr 

prendre en compte le fait que nos anticorps monoclonaux sont humains, ce qui est un grand 

avantage en termes de développement comme molécules thérapeutiques, mais nécessitera 

des adaptations pour faire et interpréter les expériences chez l’animal. 

 

 

Activité des anticorps monoclonaux isolés, en dehors de 

l’inhibition du SSTIII. 

 

Si uniquement deux anticorps ont démontré une activité de blocage de l’injection de toxine 

par le SSTIII, il est possible que certains des anticorps monoclonaux que nous avons isolés 

soient capables d’une activité antibactérienne via leurs fonctions effectrices. En effet les 

anticorps monoclonaux ont été tous produits sous la forme d’IgG1, un isotype 

particulièrement apte à activer le complément et à l’opsonophagocytose (ADCP). De plus, 

les protéines cibles PcrV et PscF sont exprimées à la surface de la bactérie et pourraient 

constituer des cibles idéales pour ces activités. En conséquence, il est envisagé dans le futur 

d’étudier notre panel d’anticorps dans des tests correspondants. Des expériences 

d’opsonophagocytose, consistant à mesurer la viabilité de P.aeruginosa  en présence des 

phagocytes avec ou sans anticorps, pourraient fournir des informations sur la capacité de 

nos anticorps monoclonaux à recruter ces cellules effectrices via leur partie Fc (PASCHALL 

et al, 2019). De même, il serait intéressant d’étudier la capacité de nos anticorps   à recruter 

la voie classique du complément. Pour cela, P.aeruginosa serait mise en contact avec les 

protéines du complément avec ou sans nos anticorps et la lyse des bactéries serait mesurée 

(DUENSING et WATSON, 2018). Montrer en particulier que nos anti-PcrV inhibiteurs du 

SSTIII peuvent également activer le complément ou faire de l ’ADCP serait un argument 

supplémentaire à leur intérêt comme molécules thérapeutiques potentielles. 
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Amélioration des approches d’isolement d’anticorps inhibiteurs 

du SSTIII. 

 

Même si notre approche a été un succès par l’isolement de deux anticorps inhibiteurs du 

SSTIII, les résultats permettent de suggérer des améliorations possibles. Nous avons vu que 

l’un de nos deux anticorps actifs sur le SSTIII est sensible aux variations de séquence de PcrV 

entre souches. En terme clinique, un traitement devrait être préférentiellement multi-

bactérien ou pan-bactérien, et il y a donc nécessité de cibler un antigène conservé entre 

différentes souches de bactéries pathogènes, comme semble le faire l’anticorps S4P5B3. 

Pour obtenir plus d’anticorps similaires à ce dernier, l’utilisation des 5 variants de PcrV pour 

le tri de lymphocytes B mémoire est envisageable pour des tris futurs.  

Ceci optimiserait l’isolement d’anticorps fonctionnels contre un large panel de souches de 

P. aeruginosa à l’image du S4P5B3.  

 

Comme expliqué ci-dessus, des constructions des protéines PcrV et PscF pourraient être 

faites dans l’avenir après caractérisation des épitopes de neutralisation, afin d ’aller plus 

spécifiquement sélectionner les cellules B d’intérêt. Des approches permettant de masquer 

les épitopes non-neutralisants pourraient aussi être envisagées. 

 

Enfin, une possibilité finale à la vue du faible nombre d’anticorps fonctionnels isolés serait 

de s’affranchir des limites imposées par l’utilisation d’antigènes recombinants, qui peuvent 

être à l’origine de ce rendement relativement médiocre. Une stratégie de tri de 

lymphocytes B mémoires couplée à leur activation pourrait être envisagée. Les cellules B 

mémoires seraient triées de façon agnostique à la fréquence d’une cellule par puits en 

présence d’un cocktail de cytokines et de cellules « feeder » pour induire la sécrétion 

d’anticorps. Les surnageants de culture contenant ces anticorps seraient ensuite 

directement criblés pour leurs activités fonctionnelles. Cette approche, bien que difficile à 

mettre en place techniquement, longue et coûteuse, offre une méthode beaucoup plus 

directe pour l’isolement d’anticorps fonctionnels. La quantité importante de cellules triées 

demande cependant la disponibilité de tests fonctionnels permettant le criblage à haut 

débit de très faible volume de surnageants de culture en plaques 384 puits.  
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Conclusion 

 

Cette étude a démontré la possibilité d’isoler des anticorps monoclonaux humains contre 

des facteurs de virulence bactériens par une stratégie de tri de lymphocytes B mémoire 

spécifiques d’un antigène recombinant. Un anticorps ciblant PcrV et inhibant le SSTIII a été 

isolé, son activité in vitro s’étend aux variants de PcrV représentés dans 80% des isolats 

cliniques. Les études devront maintenant dire si cet anticorps a un avenir en termes de 

développement vers des applications thérapeutiques. Dans le futur, l’approche que nous 

avons utilisée pourra permettre l’isolement d’anticorps monoclonaux humains contre un 

large panel de facteurs de virulences bactériens, de P. aeruginosa, mais aussi des autres 

bactéries multi-résistantes aux antibiotiques. Le développement et l’utilisation 

thérapeutique de tels anticorps, potentiellement en combinaison, pourraient être un atout 

de poids dans la lutte contre la résistance aux antibiotiques.  
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Annexes 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

Annexe 1 : Liste des amorces utilisées pour la production de protéines recombinantes et la mutagenèse lors 

de cette étude 

Amorce Séquence 5' => 3' Référence

Primer Forward mutagenesis Fab Hc CCAAATCTTGTGACAAAACTCACACATGCCCACC Genewiz

Primer Reverse mutagenesis Fab Hc GGTGGGCATGTGTGAGTTTTGTCACAAGATTTGG Genewiz

F-Inf-pESPRITPscF-Avitag TAT TTTCAGGGACGTCGAATGGCGCAGATATTCAACCCC Genewiz

R-Inf-pESRPrit-PscFavitag ACTCCCATTTCCGGAGATCTTCTGCAGGATGCCTTGC Genewiz

F-Inf-pESPRIT-PcrVAvitag TATTTTCAGGGACGTCGAATGGAAGTCAGAAACCTTAATGCCG Genewiz

R-Inf-pESPRIT-PcrVAvitag ACTCCCATTTCCGGAGATCGCGCTGAGAATGTCGC Genewiz

FpET22b-PscF-Avitag-His AGAAGGAGATATACATATGGCGCAGATATTCAACCCCAAC Genewiz

RpET22b-PscF-Avitag-His GGTGGTGGTGCTCGAGTTATTCGTGCCATTCGATTTTCTGA Genewiz

Annexe 2 : Plasmides d’expression utilisés pour l’expression de protéines recombinantes dans E.coli et de variant 

de PcrV dans P.aeruginosa. 

Plasmide Référence

pESPRIT Expression d'une protéine avec une étiquette avitag en C-terminal YUMEREFEND et al, 2010

pET15b Expression d'une protéine avec une étiquette 6xHis en N-terminal NOVAGEN

pET22b Expression d'une protéine avec une étiquette 6xHis en C-terminal NOVAGEN

Plasmide Expression de protéines recombinantes dans E.coli Référence

pET15b-His-PcrV Expression inductible de PcrV avec une étiquette 6xHis en amino-terminal PATBAC

Pet22b-PscF-His Expression inductible codant pour la protéine PscF avec une étiquette 6xHis en C-terminal QUINAUD et al, 2005

pESPRIT-His-PscF-Avitag
Expression inductible codant pour la protéine PscF avec une étiquette 6xHis en N-terminal 

et une étiquette Avitag en C-terminal
Cette étude

pESPRIT-His-PcrV-Avitag
Expression inductible de PcrV avec une étiquette 6xHis en amino-terminal et une étiquette 

Avitag en carboxy-terminal
Cette étude

Plasmide d'expression Expression de variant de PcrV dans P.aeruginosa Référence

plApGpcrV variant 1 Expression du variant V1 de PcrV PBRC

plApGpcrV variant 2 Expression du variant V2 de PcrV PBRC

plApGpcrV variant 7 Expression du variant V7 de PcrV PBRC

plApGpcrV variant 8 Expression du variant V8 de PcrV PBRC

plApGpcrV variant 13 Expression du variant V13 de PcrV PBRC
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Bactérie Souche Génotype Référence 

P.aeruginosa  

CHA∆ExoS :: ExoS-Bla 
chromosomique  

Souche délétée du gène codant pour exoS et 
supplémenté par une insertion d'un gène de fusion 

exoS-β-lactamase 
PBRC 

CHA∆pcrV :: miniCTX 
exoS-bla  

Souche délétée du gène codant pour PcrV et 
supplémenté par une insertion d'un gène de fusion  

exoS-β-lactamase 
PBRC 

5' L-VH 1 ACAGGTGCCCACTCCCAGGTGCAG

5' L-VH 3 AAGGTGTCCAGTGTGARGTGCAG

5' L-VH 4/6 CCCAGATGGGTCCTGTCCCAGGTGCAG

5' L-VH 5 CAAGGAGTCTGTTCCGAGGTGCAG

3' CH1 GGAAGGTGTGCACGCCGCTGGTC

5' LVK 1/2  ATGAGGSTCCCYGCTCAGCTGCTGG 

5' LVK 3  CTCTTCCTCCTGCTACTCTGGCTCCCAG 

5' LVK 4  ATTTCTCTGTTGCTCTGGATCTCTG 

3' CK 543 GTTTCTCGTAGTCTGCTTTGCTCA

5' LVL 1  GGTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTG 

5' LVL 2  GGTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTG 

5' LVL 3  GCTCTGTGACCTCCTATGAGCTG 

5' LVL 4/5  GGTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTG 

5' LVL 6  GTTCTTGGGCCAATTTTATGCTG 

5' LVL 7  GGTCCAATTCYCAGGCTGTGGTG 

5' LVL 8  GAGTGGATTCTCAGACTGTGGTG 

3' CL CACCAGTGTGGCCTTGTTGGCTTG

Chaîne légère κ   

 Chaîne lourde  

Chaîne légère λ  

PCR1

Annexe 3 : Souches de P.aeruginosa utilisées lors de cette étude 

Annexe 4 : Amorces utilisées pour l’amplification des cha nes lourdes et légères 

d’immunoglobulines lors de la 1ère étape de PCR imbriquée (TILLER et al, 2008 
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5'Agel VH1/5 CTGCAACCGGTGTACATTCCGAGGTGCAGCTGGTGCAG

5'Agel VH3 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGGTGGAG

5'Agel VH4 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTGCAGGAG

5'Agel VH3-23 CTGCAACCGGTGTACATTCTGAGGTGCAGCTGTTGGAG

5'Agel VH4-34 CTGCAACCGGTGTACATTCCCAGGTGCAGCTACAGCAGTG

3' IgG 

(internal)
GTTCGGGGAAGTAGTCCTTGAC

5' Pan VK  ATGACCCAGWCTCCABYCWCCCTG 

3' CK 494 GTGCTGTCCTTGCTGTCCTGCT

5' AgeI VL 1  CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGTGCTGACKCAG 

5' AgeI VL 2  CTGCTACCGGTTCCTGGGCCCAGTCTGCCCTGACTCAG 

5' AgeI VL 3  CTGCTACCGGTTCTGTGACCTCCTATGAGCTGACWCAG 

5' AgeI VL 

4/5 
CTGCTACCGGTTCTCTCTCSCAGCYTGTGCTGACTCA 

5' AgeI VL 6  CTGCTACCGGTTCTTGGGCCAATTTTATGCTGACTCAG 

5' AgeI VL 

7/8 
CTGCTACCGGTTCCAATTCYCAGRCTGTGGTGACYCAG 

3' XhoI CL CTCCTCACTCGAGGGYGGGAACAGAGTG

Chaîne légère κ   

Chaîne légère λ  

 Chaîne lourde  

PCR2 

Annexe 5 : Amorces utilisées pour l’amplification des cha nes lourdes et légères 

d’immunoglobulines lors de la 2nd étape de PCR imbriquée (TILLER et al, 2008 
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Chain Sens Name Primer Sequence Primer 5' --> 3'

SL 5′ VH1   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGCAG

SL 5′ VH1/5   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGCAGGAGTCGGGCCCA

SL 5′ VH3   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGGAG

SL 5′ VH3–23   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGTTGGAG

SL 5′ VH4   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGCAGGAG

SL 5′ VH 4–34   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTACAGCAGTG

SL 5′ VH 1–18   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTTCAGCTGGTGCAG

SL 5′ VH 1–24   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTCCAGCTGGTACAG

SL 5′ VH3–33   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGGAG

SL 5′ VH 3–9   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTGAAGTGCAGCTGGTGGAG

SL 5′ VH4–39   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGCTGCAGCTGCAGGAG

SL 5′ VH 6–1   GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTACAGCTGCAGCAG

SL 5' VH7-4-1 GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTGCAGCTGGTGCAATC

SL 5' VH 5-51*03 GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGCAGTCTG

SL 5′ VH1‐3 GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGGTcCAGCTtGTGCAG

SL 5′ VH3–23‐04 GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTGAGGTGCAGCTGGTGGAG

SL 5′ VH4‐30‐2*04 GGGTTTTCCTTGTTGCTATTCTCGAGGGTGTCCAGTGTCAGCTGCAGCTGCAGGAG

SL 3′ JH 1/2/4/5   GATGGGCCCTTGGTGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCAG

SL 3′ JH 3   GATGGGCCCTTGGTGCTAGCTGAAGAGACGGTGACCATTG

SL 3′ JH 6   GATGGGCCCTTGGTGCTAGCTGAGGAGACGGTGACCGTG

TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACAC

SL 5′ VK 1–5   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGACATCCAGATGACCCAGTC

SL 5′ VK 1–9   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGACATCCAGTTGACCCAGTCT

SL 5′ VK 1D–43   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGCCATCCGGATGACCCAGTC

SL 5′ VK 2–24   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGATATTGTGATGACCCAGAC

SL 5′ VK 2–28    TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGATATTGTGATGACTCAGTC

SL 5′ VK 2–30   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGATGTTGTGATGACTCAGTC

SL 5′  VK 3–11   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGAAATTGTGTTGACACAGTC

SL 5′  VK 3–15   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGAAATAGTGATGACGCAGTC

SL 5′  VK 3–20   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGAAATTGTGTTGACGCAGTCT

SL 5′  VK 4–1   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGACATCGTGATGACCCAGTC

SL 5'  VK 3–20*02 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGAAATTGTGTTGACACAGTCTCCAGCCAC

SL 5'  VK 2D-29*02 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGATATTGTGATGACCCAGACT

SL 5'-VK-1-39-01 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGACATCCAGATGACCCAGTCT

SL 5'-VK-3-7 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACGAAATTGTAATGACACAGTCT

SL 3′  JK 1/4   AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTGATCTCCACCTTGGTC

SL 3′  JK 2   AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTGATCTCCAGCTTGGTC

SL 3′  JK 3   AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTGATATCCACTTTGGTC

SL 3′  JK 5   AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTAATCTCCAGTCGTGTC

SL 3' JK 1/4 CLR1 AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTGACTTCCACCTTGGTT

SL 3' JK 1/4 CLR2 AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTCTGACCTCCACCTTGGTC

SL 3' JK 2 CLR1 AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTGATCTCGAGCTTGGTC

SL 3' JK 2 CLR2 AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTTAGATCCACTTTGGTC

SL 3′  JK 1  AAGACAGATGGTGCAGCCACCGTACGTTTGATTTCCACCTTGGTC

SL 5′ VL 1   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGTCTGTGCTGACTCAG

SL 5′ VL 2   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGTCTGCCCTGACTCAG

SL 5′ VL 3   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACTCCTATGAGCTGACTCAG

SL 5′ VL 4/5   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGCCTGTGCTGACTCA

SL 5′ VL 6   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACAATTTTATGCTGACTCAG

SL 5′ VL 7/8   TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGACTGTGGTGACTCAG

SL 5′ VL 1‐51 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGTCTGTGTTGACGCAG

SL 5′ VL 1‐40 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGTCTGTGCTGACGCA

SL 5' VL 3-27 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACTCCTATGAGCTGACACAGCCATCCTC

SL 5' VL 3-21 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACTCCTATGTGCTGACTCAG

SL 5' VL 1-47 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGTCTGTGCTGACTCA

SL 5′ VL 3‐10 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACTCCTATGAGCTGACaCAG

SL 5' VL 2-8/2-14 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGTCTGCCCTGACT

SL 5′ VL 4‐69 TTTTTCTAGTAGCAACTGCAACCGGTGTACACCAGCtTGTGCTGACTCA

Rv SL 3′ CL   TGTTGGCTTGAAGCTCCTCACTCGAGGGCGGGAACAGAGTG

LC
Fw

HC

Fw

Rv

KC

Fw

Rv

Annexe 6 : Amorces spécifiques des familles de gènes d’immunoglobulines pour 

l’amplification des cha nes lourdes et légères d’immunoglobulines lors de de de PCR de 
clonage. Les séquences « seamless » sont indiquées en gras.  
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Annexe 7 : Anticorps et réactifs utilisés dans l’isolement de lymphocytes B 

mémoires par cytométrie  

Fluorochrome Isotype Reference / Brand 

Ex 

max 

(nm)

Em 

max 

(nm)

Viability : Live 

/Dead  Aqua
L 34957 thermo 405 525

Anti CD3 Vioblue REA 130 – 114 – 519 miltenyi 400 425

Anti CD20 PE Vio 770 REA 130 - 111- 345 miltenyi 565 776

Anti CD19 PE Vio 770 REA 130 – 113 - 649 miltenyi

Anti CD27 APC REA 130 - 108 – 336  miltenyi 652 660

Anti IgD PE  REA 130 – 110 – 643 miltenyi

Anti IgA PE REA 130-113-476 miltenyi

Anti IgM PE  IgG 130 – 093- 075 miltenyi

Streptavidin BV 605 405229 biolegend 405 603

Streptavidin FITC 405201 biolegend 488  520 

Streptavidin BUV 737 AB_2869560 BD Biosciences 350  737 

Streptavidin BUV 496 AB_2869599 BD Biosciences 348 496

565 575
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Isolement d’anticorps monoclonaux humains à visée thérapeutique contre le système de 
sécrétion de type III de Pseudomonas aeruginosa. 
La résistance aux antibiotiques chez les bactéries pathogènes est un problème de santé 
publique croissant. Ainsi Pseudomonas aeruginosa fait partie des pathogènes hautement 
virulents et résistants pour lesquels le développement de stratégies thérapeutiques 
alternatives aux antibiotiques est prioritaire selon l’Organisation Mondiale de la Santé. Des 
anticorps monoclonaux bloquant les facteurs de virulence bactériens pourraient constituer 
une telle alternative thérapeutique. Notre objectif a donc été d’isoler, à partir de patients 
chroniquement infectés par Pseudomonas aeruginosa, des anticorps monoclonaux 
capables de bloquer le système de sécrétion de type 3 (SST3) de cette bactérie. Le SST3 est 
une nanomachine macromoléculaire formant une aiguille à la surface de la bactérie et 
permettant l’injection de toxines dans le cytoplasme des cellules de l’hôte. Ce système a 
été décrit comme un mécanisme majeur de pathogenèse de Pseudomonas aeruginosa. 
Grâce à une approche de tri par cytométrie de flux de cellules B mémoires spécifiques nous 
avons isolé des anticorps monoclonaux contre deux protéines du SST3, PcrV et PscF. Deux 
anticorps reconnaissant PcrV ont démontré une activité d’inhibition du SST3 et vont être 
étudiés pour leur potentiel thérapeutique. Notre approche pourra dans le futur être 
étendue à l’isolement d’anticorps contre d’autres facteurs de virulence et d‘autres 
bactéries, permettant potentiellement le développement d’anticorps monoclonaux 
thérapeutiques pour contrer la résistance aux antibiotiques. 
   
Isolation of therapeutic human monoclonal antibodies against the type III secretion 
system of Pseudomonas aeruginosa. 
Antibiotic resistance in pathogenic bacteria is a growing public health problem. 
Pseudomonas aeruginosa is one of the highly virulent and resistant pathogens for which the 
development of alternative therapeutic strategies to antibiotics is a priority according to 
the World Health Organization. Monoclonal antibodies blocking bacterial virulence factors 
could constitute such a therapeutic alternative. Our objective was therefore to isolate, from 
patients chronically infected with Pseudomonas aeruginosa, monoclonal antibodies 
capable of blocking the type 3 secretion system (T3SS) of this bacterium. The T3SS is a 
macromolecular nanomachine that forms a needle on the surface of the bacterium and 
allows the injection of toxins into the cytoplasm of host cells. This system has been 
described as a major mechanism of pathogenesis of Pseudomonas aeruginosa. Using a flow 
cytometry sorting approach of specific memory B cells, we isolated monoclonal antibodies 
against two T3SS proteins, PcrV and PscF. Two antibodies directed against PcrV showed 
T3SS inhibitory activity and will be studied for their therapeutic potential. Our approach can 
be extended in the future to the isolation of antibodies against other virulence factors and 
other bacteria, potentially allowing the development of therapeutic monoclonal antibodies 
to counter antibiotic resistance. 
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