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Développement d’outils thérapeutiques dérivés des systèmes 
immunitaires 

 
1. Production d’anticorps bispécifiques dans le cadre de thérapies anti-

tumorales 
 
Certaines thérapies anti-tumorales nécessitent l’utilisation d’anticorps monoclonaux qui ciblent des 
protéines exprimées à la surface des cellules tumorales et impliquées dans leur survie et leur 
prolifération. Néanmoins, de nombreux phénomènes cellulaires compensatoires peuvent rendre 
caduque l’effet de l’anticorps monoclonal. Face à ce problème, des équipes ont commencé à 
développer des anticorps bispécifiques (bsAc). Comme illustré ci-dessous, d’autres applications de 
ces anticorps bispécifiques peuvent être envisagées telles la mise en contact entre une cellule 
cible et des cellules effectrices ou l’interaction forcée entre deux protéines. 
 

 
Kontermann RE et al., Drug Discovery Today, 2015, 20(7): 838-47  

 
 
Il existe une très grande diversité d’anticorps bispécifiques dont les DART (Dual Affinity 
ReTargeting molecules) et les DART-Fc (DART fusionné avec un fragment Fc d’une IgG). 

 
Kontermann RE et al., Drug Discovery Today, 2015, 20(7): 838-47 
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Ce type d’anticorps bispécifiques est utilisé dans le traitement de certaines tumeurs (leucémies 
myéloïdes aigües et cancer colorectal) pour induire une lyse des cellules tumorales. 
La publication de Root RA et al., Antibodies, 2016 présente une stratégie expérimentale visant à 
produire des DART (A) et des DART-Fc (B) spécifiques de la cadhérine P et de la protéine CD3.  
 

 
 
Une version simplifiée de cette démarche est résumée dans le document 1. 
La cadhérine P est une cible de choix pour la thérapie de certaines tumeurs solides. En effet, il 
s’agit d’une protéine d’adhérence cellulaire dont la surexpression dans les cellules tumorales est 
positivement corrélée à une augmentation de leur mobilité et de leur caractère invasif. 
 
 
1.1. Production et sélection de fragments variables simple brin (scFv) par « phage 

display » 
 

La structure détaillée du phage M13, support du « phage display », est représentée dans le 
document 2. La technique du « phage display », schématisée dans le document 3, repose sur 
l’expression d’un répertoire protéique à la surface d’un bactériophage, par exemple des banques 
de fragments d’anticorps (scFv). La sélection des phages recombinants repose sur leur capacité 
de liaison à l’antigène cible. Le processus de sélection nécessite plusieurs cycles répétitifs, 
comportant chacun des étapes de capture, lavage, élution et amplification. Les conditions 
expérimentales de l’étape de capture évoluent au cours des cycles. 
Les phages sélectionnés sont ensuite testés individuellement pour l’activité recherchée. 
 
Pour produire des fragments d’anticorps à la surface des particules phagiques, le « phage 
display » associe un phagemide à un phage auxiliaire (document 3A). Le génome du phage 
auxiliaire a été muté sur son origine de réplication, ce qui affecte sa réplication mais pas le niveau 
de synthèse des protéines.  
 
C1 Rappeler les particularités du cycle de multiplication du phage M13. 

 
C2 Rédiger une synthèse des informations présentées dans le document 3A et replacer ce 

mécanisme dans le document 3B.  
 
C3 A partir du document 3B, présenter l’intérêt de faire varier les conditions expérimentales 

au cours de l’étape 1 de capture ; indiquer la nature des paramètres concernés.  
Préciser le mode opératoire de l’étape 4 d’amplification.  
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Pour certaines applications, il est indispensable de disposer de suspensions de particules de 
phagemides affines, parfaitement purifiées.   
La technique standard de double précipitation au PEG (polyéthylène glycol) des phages 
filamenteux est utilisée comme première étape de purification. La seconde étape comporte un 
traitement avec un détergent ionique suivi d’une ultracentrifugation en gradient de chlorure de 
césium. 
La chromatographie d’exclusion sur Sephacryl® S-500 est une alternative à la deuxième étape de 
purification. Les caractéristiques du gel employé figurent dans le document 4.  
Le profil d’élution de la préparation phagique est présenté dans le document 5.1. Le suivi qualitatif 
de la purification par chromatographie d’exclusion est présenté dans le document 5.2.  
 
C4 Expliquer le principe de l’ultracentrifugation en gradient de chlorure de césium. 

 
C5 Discuter de la pertinence du choix de la colonne Sephacryl® S-500. 

 
P1 Proposer un schéma du principe de la chromatographie d’exclusion.  

A l’aide du document 4, construire un exercice illustrant cette technique pour des élèves 
en cycle terminal STL biotechnologies.  

 
C6 Analyser et interpréter les résultats présentés dans le document 5. Dégager les 

avantages de la méthode alternative de purification. 
 
 
1.2. Détermination des paramètres physico-chimiques et physiologiques des anticorps 

bispécifiques produits et amélioration de l’affinité des bsAc sélectionnés 
 
Les bsAc sont caractérisés après leur purification. Différents paramètres physico-chimiques sont 
déterminés : constante de dissociation vis-à-vis des deux épitopes, masse moléculaire, 
concentration efficace (EC50).  
 
Le document 6 présente certains résultats expérimentaux : une SDS PAGE, une HPLC 
d’exclusion (SE-HPLC), une HPLC d’interactions hydrophobes (HIC). 
 
C7 Rappeler la formule semi-développée du SDS et préciser son ou ses rôle(s) dans une 

SDS-PAGE.  
 
C8 Expliquer le double intérêt de la SDS-PAGE dans ce contexte.  

 
C9 Les échantillons déposés dans les pistes 2 et 3 sont traités différemment.  

Citer un réactif potentiellement utilisable et préciser son mode d’action.  
 
C10 Analyser l’ensemble des résultats présentés dans le document 6. 
  

Les EC50 sont déterminées à l’aide de tests de cytotoxicité. L’un de ces tests utilise le coffret de 
dosage cytotox96 de PromégaTM qui repose sur une mesure par spectrophotométrie de l’activité 
de la LDH libérée lors de la lyse des cellules. Ce test nécessite la réalisation de trois témoins 
présentés dans le tableau suivant.  
 

 

Cellules 
cibles 

tumorales 
(µL) 

Tampon de 
dilution 

(µL) 

Cellules 
immunitaires 

effectrices 
(µL) 

Tampon de 
lyse 
(µL) 

DART aux 
concentrations 

choisies en tampon 
de dilution (µL) 

Témoin A 50 150 - - - 
Témoin B 50 50 100 - - 
Témoin C 50 120 - 30 - 
Essai 50 - 100 - 50 
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Document 1 : stratégie expérimentale simplifiée  
(adapté de Root RA et al., Antibodies, 2016) 
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Document 2 : schéma du phage M13 (Gagic D et al., Frontiers in Microbiology 2016) 

 

La masse moléculaire d’une particule phagique est voisine de 
17.107 Da. Son ADN est logé à l’intérieur d’un cylindre flexible 
composé d’environ 2 700 monomères de protéine pVIII. Une 
extrémité de la particule présente 5 copies des protéines pVII et pIX 
tandis que l’autre extrémité présente 5 copies des protéines pIII et 
pVI. Les protéines pIII exposées sur la tête du phage sont 
impliquées dans l’attachement aux pili de la bactérie hôte, 
généralement E coli. Les protéines pVIII composent le manteau du 
phage. 

 

 

 

 

Document 3: « phage display » 

3A : production de particules de 
phagemides (Gagic D et al., 
Frontiers in Microbiology 2016) 
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3B : représentation schématique des étapes du 
« phage display » (illustration de Wikipedia) 

 
 
 
 
 
 
 

Document 4 : chromatographie d’exclusion 
(Extrait du catalogue SIGMA) 
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Document 5 : purification du phage M13 
(d’après Yu M. et al., BioTechniques, 2005, 38 : 194-198) 

 

   
 
 
 
 
 
 
 

5.2. Denaturing Tris-tricine electrophoresis of purified phage particles obtained after rescue of a phagemid 
displayed the single-chain variable fragment (scFv)-pIII fusion.  
Lane 1, phage preparation recovered after size-exclusion chromatography (SEC). The gel revealed single major band 
corresponding to the pVIII coat protein and faint bands possibly belonging to other phage proteins ; lane 2, same 
preparation but purified by double-polyethylene glycol (PEG) precipitation only; lane 3, low molecular weight (LMW) 
marker (Amersham Biosciences). 
 
	
  
	
  

Document 6 : détermination des paramètres physico-chimiques  
(adapté de Root RA et al., Antibodies, 2016) 

 

 
 
Résultats des analyses réalisées par : 
A SDS-PAGE,  
B SE-HPLC ou HPLC d’exclusion 
C HIC ou HPLC par interactions hydrophobes 

 
 

5.1. Elution profile of phage preparation 
subjected to the size-exclusion 
chromatography with Sephacryl S-500. 
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Document 7 : résumé des KD et EC50 pour différents DART  

(adapté de Root RA et al., Antibodies, 2016) 
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Document 8 : Cartographie des sites de reconnaissance des DART et résultats des KD et 
EC50 associés  

(adapté de Root RA et al., Antibodies, 2016) 
 

 
 

 

 
 

 
 
Remarques :  

ü ECD = ExtraCellular Domain. Les domaines ECD 1, 2, 3, 4 et 5 possèdent des structures 
primaires différentes. 

ü Les résultats de cartographie sont obtenus sur la base d’une technique ELISA après 
purification des différentes constructions exprimées transitoirement dans des cellules 
HEK293. 

  

ND 
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Document 9 

Locus CRISPR de type II 
(adapté de IGEM 2014 SUSTC-Shenzhen) 

 
 

 
TracrRNA = gène codant l’ARN trans-activateur du système CRISPR 
Cas et Csn = gènes codant les protéines associées au système CRISPR 
Repeats = courtes séquences palindromiques du génome bactérien 
Spacers = séquences d’ADN étranger 
 
 
 

Document 10 : phase d’immunisation 
(adapté de IGEM 2014 SUSTC-Shenzhen) 
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Document 11 : réponse immunitaire 

(adapté de IGEM 2014 SUSTC-Shenzhen) 
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Document 12 
(adapté de JINEK M et al. ; Science 2012 ; 337 : 816-821) 

 

 
 
 
 

Cas9 was programmed with a 42-nucleotide crRNA-sp2, crRNA containing a spacer 2 
sequence, in the presence or absence of 75-nucleotide tracrRNA. The complex was added 
to circular or XhoI-linearized plasmid DNA bearing a sequence complementary to spacer 2 
and a functional PAM (protospacer 2 plasmid DNA). crRNA-sp1, crRNA containing a 
spacer 1 sequence; M, DNA marker; kbp, kilo-base pair 
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Document 13 
(JINEK M et al. ; Science 2012 ; 337 : 816-821) 

 

 
WT: wild type 
D10A, Asp10→Ala10 

H840A, His840→Ala840 
 
 
Complexes of WT or nuclease mutant Cas9 proteins with tracrRNA:crRNA-sp2 were assayed for 
nuclease activity as in document 12 
 
 

Document 14 
(JINEK M et al. ; Science 2012 ; 337 : 816-821) 

 
 

 
 
 
 
 

 

 
A plasmid harboring protospacer 4 target sequence and a WT PAM was subjected to cleavage by 
Cas9 programmed with tracrRNA (4-89):crRNA-sp4 duplex or in vitro-transcribed chimeric RNAs 
constructed by joining the 3’end of crRNA to the 5’ end of tracrRNA with a GAAA tetraloop. 
Cleavage reactions were analyzed by restriction mapping with XmnI. Sequences of chimeric RNAs 
A and B are shown with DNA-targeting (yellow), crRNA repeat-derived sequences (orange), and 
tracrRNA-derived (light blue) sequences. 
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Document 15  

Invalidation et stimulation de l’expression des gènes par la technologie CRISPR-Cas9 
(Santa Cruz Biotechnology) 

 
 
 
A. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C.  
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ANNEXES 
 
 
A. Extrait du programme de biotechnologies de terminale STL 
 

 
 
 
 
B. Extrait du programme du BTS biotechnologies 
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C. Extrait du programme de biotechnologies de la CPGE TB 
 
 

Connaissances clés à construire      Commentaires, capacités exigibles   
1.1. Les protéines : de la structure à la fonction 
 
1.1.2. Structure primaire  
 
La liaison peptidique se crée entre un 
1- carboxyle et un groupement alpha 
aminé 
 
 

 
- Présenter la géométrie de la liaison peptidique et les 
propriétés associées. 
 
L’effet mésomère est étudié en physique-chimie. 
Limite : L’utilisation de la résonance magnétique nucléaire 
n’est pas à traiter. 

S1 

1.1.3. Structure tridimensionnelle  
 
Les différents niveaux de structure 
(secondaire, tertiaire et quaternaire) 
des protéines sont déterminés par 
les propriétés des chaînes latérales 
des résidus d’acides aminés. 
 
 
Il existe des conditions physico-
chimiques qui provoquent la 
dénaturation des protéines. 

 
 
- Mettre en relation les propriétés des chaînes latérales 
des acides aminés et la structure tridimensionnelle des 
protéines. 
- Caractériser les différents niveaux de structure en lien 
avec les liaisons stabilisatrices. 
- Repérer des motifs et domaines fonctionnels au sein 
d’une architecture moléculaire. 
 
- Enoncer le mode d’action de quelques agents 
dénaturants. 
 
Les interactions faibles stabilisatrices sont étudiées en 
physique-chimie. 

S1 

1.1.4. Interactions protéine-ligand 
 
La structure tridimensionnelle des 
protéines et son ajustement induit 
par la liaison au ligand conditionnent 
leurs propriétés biologiques. 
 
 […...] 

 
- Relier l’affinité et la stéréospécificité. 
 
- Démontrer la relation de Scatchard. 
 
 […...] 
 
La notion de constante d’équilibre est étudiée en physique-
chimie. 
Limite : Seul le cas de l’interaction non coopérative est 
traité. 

S3 

1.2. Méthodes d’étude des protéines: de la purification à la caractérisation 
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