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Nota Bene

La présentation suivante a été réalisée par un groupe 
d’étudiants du parcours Immunotechnologies pour la 
validation du module BMC532AC. Cette présentation 
n‘a pas été corrigée et peut contenir des erreurs de 
forme ou de fond. 
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Optimisation des AcM, fonction de 
neutralisation et de ciblage

Rappel sur les AcM
Qu’est-ce que l’optimisation?
Comment optimiser les AcM?
Comment augmenter l’affinité des AcM?
Capacité d’hypermutation des lignées LB
Technologie du Phage-display: endocytose induite 
par le récepteur
Discussion sur l’optimisation des AcM
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Rappel sur les AcM

Technique mise au point en 1975 par Köhler et Milstein
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Murins Chimériques Humanisés Humains

Rappel sur les AcM

30 ans d’évolution

A l’origine utilisés comme outils de recherche, 
depuis quelques temps connaissent un 
développement croissant en tant que médicaments.

Optimisation des Anticorps monoclonaux



22/12/2006 IT 2006 AcM Thème 6

Qu’est ce que l’optimisation?

C’est donner le rendement optimal en créant les 
conditions les plus favorables ou en en tirant le 
meilleur parti possible. (Le petit Larousse, 2004).

Pour un AcM, il s’agit 
de  modifier les 
parties Fab ou Fc afin 
d’augmenter 
l’efficacité de l’AcM.
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Comment optimiser les AcM?

Le principe: générer de la diversité, puis cribler les clones 
d’intérêt pour augmenter leur affinité.

Différentes techniques:
Par utilisation de cellules B hypermutant leur gène 
variable (V) d’Ig:augmentation de l’affinité face à l’Ag
« Generation and iterative affinity maturation of antibodies in 
vitro using hypermutating B-cell lines. » Sarah J. Cumbers and al. 
Nov 2002. Nature Biotechnology.

Par phage display à partir d’une banque non-immune
scFv: sélection d’anticorps « internalisants »
« Selection of tumor-specific internalizing human antibodies from
phage librairies. » Marie-Alix and al. 2000. J. Mol. Biol.
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Expérimentalement:
Génération in vitro de répertoire de gène V par mutagenèse
Utilisation de la capacité d’hypermutation des lignées B
Technologie du Phage-display

Comment augmenter l’affinité de l’Ac?

Naturellement (Maturation d’affinité):
Mutations dans les régions V 
modification de la région d’interaction 
de l’Ac avec l’Ag.

LB du centre germinatif sont en 
compétition pour l’Ag ceux ayant 
affinité plus élevée prennent le pas sur 
les autres.

Molécule immunogène

Expansion clonale

Mutations somatiques

Sélection des cellules B avec des 
Ac améliorés

Survie de la meilleure lignée
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Capacité d’hypermutation des lignées B

L’augmentation de l’affinité se fait par tours de sélection, on part 
d’une population hétérogène obtenue par hypermutation 
somatique pour aboutir à des populations de plus en plus 
spécifique.

Peut on à partir d’une lignée B qui hypermute, par le simple 
fait des réarrangements VH/VL, créer des clones dirigés contre 
un Ag donné? Et si oui, peut on augmenter l’affinité de tels 
variants? 

Exemple: - population Ramos
- population DT40 XCCR2-
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Capacité d’hypermutation des lignées B

Population Ramos:
human Burkitt lymphoma cell line
exprime des IgM de surface

Ramos

RamS4

RamS6

RamS12

RamS15

RamS19

Haute densité 
de bille de 

strep

Faible densité 
de bille de strep

Agrégat de 
FITC-polystrep

FITC-strep

FITC-strep + 
compétition de 

strep froid

Ramos

RamS4

RamS6

RamS12

RamS15

RamS19

Haute densité 
de bille de strep

Faible densité 
de bille de 

strep

Agrégat de 
FITC-polystrep

FITC-strep

FITC-strep + 
compétition de 

strep froid

Ramos

RamS4

RamS6

RamS12

RamS15

RamS19

Haute densité 
de bille de strep

Faible densité 
de bille de strep

Agrégat de 
FITC-polystrep

FITC-strep

FITC-strep + 
compétition de 

strep froid

Ramos

RamS4

RamS6

RamS12

RamS15

RamS19

Haute densité 
de bille de strep

Faible densité 
de bille de strep

Agrégat de 
FITC-polystrep

FITC-strep

FITC-strep + 
compétition de 

strep froid

Ramos

RamS4

RamS6

RamS12

RamS15

RamS19

Haute densité 
de bille de strep

Faible densité 
de bille de strep

Agrégat de 
FITC-polystrep

FITC-strep

FITC-strep + 
compétition de 

strep froid

++++ ++

En même temps que la population Ramos évolue, l’affinité 
des clones pour l’Ag augmente.

Ramos

RamS4

RamS6

RamS12

RamS15

RamS19

Haute densité 
de bille de strep

Faible densité 
de bille de strep

Agrégat de 
FITC-polystrep

FITC-strep

FITC-strep + 
compétition de 

strep froid

Ramos
Bille magnétique couplée
à la streptavidine (forte 
densité)

Ramosstreptavidine couplée à
la FITC

streptavidine froide

RamosBille magnétique couplée
à la streptavidine (faible 
densité)

S6

FACs Elisa
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Capacité d’hypermutation des lignées B

Population DT40 XCCR2- :
chicken lymphoma cell line
exprime des IgM de surface
prolifération rapide (temps de génération = 12h)
haut taux de mutation
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Capacité d’hypermutation des lignées B

Population DT40 XCCR2- :

+ +

Que se soit par la méthode de sélection par cytométrie ou par la technique de 
bille magnétique, il est possible de sélectionner des clones spécifiques et 
d’augmenter leur affinité.

AcM de rat Protéine A 35S

Streptavidine

XCCR2 def en DT40

Biotine FITC Protéine A

Bille magnétiqueAcM de rat

FACs Dosage radioactif
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Pour Ramos comme pour DT40 on arrive à augmenter l’affinité
de liaison entre l’Ac et l’Ag.

Peut on à partir d’une lignée B hypermutante, par le simple fait 
des réarrangement VH/VL, créer des clones dirigés contre un 
Ag donné? Et si oui, peut on augmenté l’affinité de tel variant?

Oui, il est possible de sélectionner un Ac spécifique d’un Ag en 
utilisant une lignée B hypermutant constitutivement son gène V 
d’Ig et d’augmenter l’affinité de ce variant.

Capacité d’hypermutation des lignées B
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Comment optimiser les AcM?

Le principe: générer de la diversité, puis cribler les clones    
d’intérêt pour augmenter leur affinité.

Différentes techniques:
Par utilisation de cellules B hypermutant leur gène 
variable (V) d’Ig:augmentation de l’affinité face à l’Ag
« Generation and iterative affinity maturation of antibodies in 
vitro using hypermutating B-cell lines. » Sarah J. Cumbers and al. 
Nov 2002. Nature Biotechnology.

Par phage display à partir d’une banque non-immune
scFv: sélection d’anticorps « internalisants »
« Selection of tumor-specific internalizing human antibodies from
phage librairies. » Marie-Alix and al. 2000. J. Mol. Biol.
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Technologie du Phage-display: 
endocytose induite par le récepteur



Phage internalisé

SKBR3

Lysat SKBR3

1- Incubation 2 - Washing 3 - Elution

Selected phagePhage sélectionné

Fibroblastes

Cellules tumorales SKBR3

ARNm

Reverse transcription + 
amplification par PCR

Fragment V chaîne L

Banque non immune 
scFv humain

Fragment V chaîne H

Expression dans le bactériophage
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Lysat SKBR3

1- Incubation 2 - Washing 3 - Elution

Selected phagePhage sélectionné

Fibroblastes

Cellules tumorales SKBR3

Tours de sélection

Caractérisation par Elisa:
Phages SKBR3+                                                Phages ErbB2+

40,70%                                        21,40%          

19,30%? 

Sélection haute affinité d’AcM, sur la base de l’internalisation des anticorps par 
SKBR3

Non ErbB2 phage

ErbB2
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Identification

Par PCR fingerprint clone reconnaissant 
uniquement ErbB2/non ErbB2.
Par Cytométrie en flux: avec un panel de cellules 
(tumorales ou fibro) exprimant ErbB2 et TsfR.

2 clones ErbB2+ : F5 et C1
1 clone non ErbB2+ : H7

F5 reconnaît ErbB2                  H7 reconnaît le récepteur de la transferrine
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Caractérisation des clones F5 et C1 

Expérience de compétition par ELISA
Liaison au phage F5 Liaison au phage C1 Liaison au phage C6.5

F5 et C1 reconnaissent le même épitope du récepteur ErbB2.F5 a une 
meilleure affinité de liaison.
C6.5 ne reconnaît pas le même épitope du récepteur ErbB2 que F5 et C1.

scFv compétiteur

%
 m

ax
im

um
 M

FI

scFv compétiteur scFv compétiteur
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Mécanisme d’endocytose

Microscopie confocale:

Témoin négatif
F5

H7

C6.5

Témoin négatif
F5

H7

C6.5

Marquage 
intracellulaire

PHAGE scFv

Suite à la liaison aux Ag, F5 et H7 sont rapidement endocytés tandis que 
C6.5, l’est beaucoup moins (scFv natif monomérique).
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Un constat surprenant…

Analyse de filtration sur gel: IMAC

Subclonage

vecteur
Queue histidine

Bactérie E.coli TG1

Colonne 
Ni-NTA

scFV F5 (ou C1)

F5, C1 et H7 sont exclusivement monomériques, pas de dimérisation 
spontanée ni agrégation.

Monomère

Dimère

Purification
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Effets biologiques induits : Ciblage (1)

L’endocytose de l’Ac induit-elle un 
effet biologique?

Effet sur la croissance cellulaire de SKBR3: F5
Contrôle 4D5 IgG: 50% inhibition
scFv F5: pas d’effet      
scFv C6.5: pas d’effet
Diabody F5: pas d’effet    
Diabody C6.5:pas d’effet

Ac F5 ne provoque aucun effet sur la croissance cellulaire des SKBR3. 
Cependant des effets sur la signalisation en aval de la liaison de erbB2 sont 
observés. (Y-P de ErbB2)
diabody/IgG: la distance entre les sites de liaison de l’Ag et la flexibilité des 
sites de liaison diffèrent.

Elisa
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Effets biologiques induits : Ciblage (2)

L’endocytose de l’Ac induit-elle un 
effet biologique?
Effet sur la croissance cellulaire de 
SKBR3: H7

Holotransferrine: IC50=10nM
scFv H7: IC50=100nM
scFv F5: pas d’effet

scFv H7 est un antagoniste de liaison de la transferrine au TfR: inhibition 
de l’endocytose de l’holotransferrine et régulation négative du tfR.

scFv agit comme un ligand, provoquant le changement conformationnel du 
récepteur qui déclenche l’endocytose

Expérience de compétition sur 
l’effet de l’holotransferrine

Compétiteur (nM)
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Discussion sur l’optimisation 

Cibler la capacité de liaison à la cible: parties variables V 
Hypermutation de lignée B ac spécifiques in vitro 

+augmentation étendue à un ligand/récepteur
Mutagénèse dirigée
Phage display: ac de haute spécificité

Cibler une fonction biologique: Recherche de nouvelles cibles
Effet inhibiteur de croissance de cellules tumorales (H7 
scFv) = cible en oncologie, Ac Herceptine
Utilisation de la voie de délivrance de médicaments par  
l’endocytose par le récepteur

utilité thérapeutique: F5 scFv en phase clinique 1 débutée en 
2001


