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Préambule	
	
	
	

	 	 Le	 cancer	 est,	 dans	 les	 pays	 de	 l’OCDE,	 la	 seconde	 cause	 de	 décès	 après	 les	

pathologies	cardiovasculaires.	Pour	l’année	2018,	l’Institut	National	du	Cancer	estimait	que	382	

000	 nouveaux	 cas	 de	 cancers	 et	 157	 400	 décès	 liés	 au	 cancer	 étaient	 survenus	 en	 France	

métropolitaine.	 Ces	 chiffres	 importants	 justifient	 les	 efforts	 de	 santé	 publique	 entrepris	 afin	

d’améliorer	la	prévention,	le	diagnostic	et	les	thérapies	afférents	à	cette	pathologie.	La	recherche	

a,	dans	ce	contexte,	un	rôle	important	à	 jouer	en	permettant	une	meilleure	compréhension	des	

mécanismes	tumoraux	et	en	favorisant	le	développement	de	stratégies	innovantes.		

	

	 L’équipe	du	Prof.	Michel	Chérel	spécialisée	en	oncologie	nucléaire	et	au	sein	de	 laquelle	 j’ai	

effectué	mon	travail	de	thèse	s’inscrit	dans	cette	dynamique.	Les	grands	axes	développés	par	ce	

groupe	 concernent	 le	 développement	 de	 la	 radioimmunothérapie,	 l’étude	 de	 nouveaux	

radioéléments	pour	l’imagerie	et	la	thérapie	ainsi	que	la	caractérisation	de	nouvelles	classes	de	

radiotraceurs	 dédiés	 à	 l’oncologie	 nucléaire.	 Mon	 projet	 de	 thèse	 relève	 de	 cette	 dernière	

thématique	 puisqu’il	 visait	 au	 développement	 de	 nouveaux	 vecteurs	 pour	 l’imagerie	 par	

tomographie	par	émission	de	positons	(TEP)	du	myélome	multiple	(MM).		

	

	 Le	MM	représente	en	effet	10%	des	hémopathies	malignes	et	demeure	aujourd'hui	incurable.	

Divers	types	d'imagerie	médicale	sont	utilisés	en	routine	(radiographies	standard,	imagerie	par	

résonnance	 magnétique	 ou	 Scanner)	 pour	 définir	 le	 stade	 initial	 de	 la	 maladie	 ainsi	 que	 son	

évolution.	 Parmi	 ces	 différentes	 modalités,	 la	 TEP	 au	 [18F]-fluorodésoxyglucose	 (18F-FDG)	

présente	une	valeur	ajoutée	pour	 l'évaluation	thérapeutique	et	pronostique	de	 la	maladie	mais	

également	des	limitations,	principalement	un	manque	de	spécificité,	justifiant	l’intérêt	de	la	mise	

en	place	de	nouveaux	procédés	de	vectorisation.	Ce	constat	a	donné	lieu	à	de	nombreux	travaux	

au	 sein	 de	 notre	 équipe	 permettant	 de	 mettre	 en	 évidence	 les	 avantages	 de	 l’utilisation	 de	

vecteurs	spécifiques	de	biomarqueurs	 tumoraux	pour	 l’imagerie	TEP.	Ces	 travaux	se	sont	dans	

un	premier	temps	focalisés	sur	l’utilisation	d’anticorps	ou	de	fragments	dérivés	d’anticorps	pour	

la	vectorisation	d’isotopes	radioactifs	émetteurs	β+.	Plus	récemment,	notre	intérêt	s’est	porté	sur	

une	nouvelle	classe	de	vecteurs	anticorps	mimétiques	présentant	des	propriétés	favorables	pour	

le	ciblage	tumoral	appelée	Affitine.			

	

	 Les	 Affitines	 sont	 de	 nouvelles	 protéines	 d'affinité	 artificielle	 qui	 combinent	 une	 grande	

résistance	 aux	 protocoles	 de	 marquage	 radioactif	 et	 une	 pharmacocinétique	 rapide,	 des	

propriétés	 essentielles	 pour	 un	 vecteur	 qui	 sont	 difficilement	 transposables	 aux	 anticorps	

monoclonaux	 (AcM).	 Ces	 vecteurs	 sont	 générés	 in	 vitro	 par	 des	 techniques	 de	 biologie	

moléculaire	 permettant	 l’obtention	 de	 protéines	 spécifiquement	 affines	 pour	 la	 cible	 choisie.	
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Dans	 le	 cadre	de	mon	 travail	 de	 thèse,	 nous	 avons	 choisi	 de	 générer	des	Affitines	 capables	de	

reconnaître	de	manière	spécifique	CD38,	une	protéine	membranaire	surexprimée	par	les	cellules	

tumorales	du	MM.	Notre	choix	a	été	notamment	conforté	par	l’utilisation	de	ce	marqueur	comme	

cible	 pour	 les	 nouveaux	 protocoles	 d’immunothérapie	 du	 MM	 utilisant	 les	 anticorps	

monoclonaux.	

	

	 Les	buts	de	mon	projet	de	thèse	étaient	donc	:	

1)	De	générer	et	de	caractériser	des	Affitines	spécifiques	du	CD38,	puis	de	réaliser	des	 images	

TEP	à	l’aide	de	cette	nouvelle	classe	de	vecteurs	dans	un	modèle	murin	de	MM.	

2)	 De	 réaliser	 une	 étude	 d’imagerie	 TEP	 basée	 sur	 l’utilisation	 d’un	 anticorps	 anti-CD38	

radiomarqué	 avec	 un	 élément	 β+	 dans	 un	 modèle	 murin	 de	 MM	 analogue	 à	 celui	 utilisé	

précédemment.		

Ces	deux	études	se	complètent	et	doivent	autoriser	un	premier	aperçu	du	potentiel	de	l’imagerie	

phénotypique	pour	la	détection	des	foyers	tumoraux	myélomateux.	La	TEP	anticorps	anti-CD38,	

basée	 sur	 l’utilisation	 d’une	 molécule	 bien	 caractérisée	 dans	 la	 littérature,	 doit	 servir	 de	

référentiel	afin	d’évaluer	la	pertinence	de	l’utilisation	des	Affitines	pour		l’imagerie	phénotypique	

du	MM.		

	

	

	 Dans	cette	introduction,	je	reviendrai	dans	un	premier	temps	sur	la	pathologie	qui	m’a	servi	

de	 modèle	 pour	 cette	 étude	:	 le	 myélome	 multiple.	 J’aborderai	 ensuite	 la	 description	 du	

biomarqueur	 qui	m’a	 servi	 de	 cible,	 le	 CD38.	 Les	 différents	 types	 de	 vecteurs	 utilisés	 pour	 le	

ciblage	tumoral	seront	décrits	dans	un	troisième	temps.	Enfin,	la	dernière	partie	sera	consacrée	

aux	Affitines.			
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I-Le	myélome	multiple		
	
	
	 Le	myélome	multiple	ou	maladie	de	Kahler	est	une	hémopathie	maligne	caractérisée	par	une	

prolifération	clonale	de	plasmocytes	dans	 la	moelle	osseuse	(MO).	Dans	 la	plupart	des	MM,	ces	

cellules	 tumorales	 sécrétent	 des	 immunoglobulines	 monoclonales	 ou	 des	 fragments	

d’immunoglobuline	 monoclonale	 (chaine	 légère	 libre)	 retrouvés	 dans	 le	 sérum	 et	 l’urine.		

L’accumulation	 de	 ces	 immunoglobulines	 et	 les	 interactions	 des	 plasmocytes	 malins	 avec	 les	

autres	 cellules	 de	 la	MO	 sont	 à	 l’origine	 de	 dysfonctions	 pouvant	 atteindre	 différents	 organes.	

Cette	pathologie	s’accompagne	en	effet	d’une	ostéolyse	à	l’origine	de	douleurs	osseuses	voire	de	

fractures,	 d’un	 état	 de	 fatigue	 généralisé,	 d’une	 hypercalcémie	 ainsi	 que	 d’insuffisance	 rénale	

aiguë	[1].	D’autres	symptômes	peuvent	venir	compléter	ce	tableau	clinique.		

Malgré	le	développement	de	nouvelles	thérapies	ciblées,	le	MM	reste	une	maladie	incurable	avec	

une	médiane	de	survie	de	5	à	6	ans	après	diagnostic	[2].		

	

	

A-Epidémiologie	
	

	 Les	 données	 épidémiologiques	 relatives	 au	MM	 font	 état	 d’environ	 160	 000	 nouveaux	 cas	

diagnostiqués	par	an	à	l’échelle	mondiale.	Egalement	au	niveau	mondial		et	sur	la	même	durée	de	

temps	on	estime	à	100	600	 le	nombre	de	décès	 liés	à	cette	pathologie	 [3].	De	 fortes	disparités	

géographiques	sont	constatées	dans	la	répartition	des	cas	de	MM	avec	une	incidence	plus	élevée	

dans	 les	 pays	 industrialisés.	 Les	 hommes	 sont	 plus	 fréquemment	 touchés	 par	 le	 MM	 que	 les	

femmes	puisqu’ils	représentent	environ	60%	des	cas	[4],	[5].	

	

	 En	 France,	 le	 MM	 représente	 moins	 de	 2%	 des	 cancers	 et	 10	 à	 12%	 des	 hémopathies	

malignes.	 On	 estime	 à	 5000	 le	 nombre	 de	 nouveaux	 cas	 diagnostiqués	 chaque	 année	 pour	

environ	3000	décès.	Le	MM	touche	majoritairement	l’adulte	après	50	ans	avec	une	incidence	qui	

augmente	fortement	avec	l’âge.	L’âge	médian	du	diagnostic	est	en	effet	d’environ	70	ans	chez	les	

hommes	et	74	ans	chez	les	femmes.	De	manière	plus	marginale,	on	retrouve	des	cas	de	MM	chez	

des	individus	plus	jeunes	puisque	2,8%	des	cas	sont	diagnostiqués	avant	40	ans	[6].		

	

	 Du	fait	de	son	potentiel	invalidant	et	de	sa	chronicité,	le	MM	est	un	enjeu	de	santé	publique.		

Le	 développement	 de	 nouvelles	 thérapies	 devrait	 permettre	 d’envisager	 des	 rémissions	

complètes	dans	un	futur	proche.		
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B-Etiologie	du	myélome	multiple		
	

	 La	connaissance	des	processus	à	l’origine	de	la	transformation	maligne	des	plasmocytes	reste	

fragmentaire.	 De	 nombreux	 travaux	 ont	 cependant	 pu	 démontrer	 que	 la	 pathogénèse	 du	MM	

était	liée	à	une	accumulation	d’erreurs	génétiques	successives.	On	retrouve	dans	la	majorité	des	

cas	 des	mutations,	 des	 translocations,	 ainsi	 que	des	 pertes	 ou	des	 gains	 chromosomiques.	 Ces	

anomalies	 vont	 impacter	 différents	 groupes	 de	 gènes	 (gènes	 suppresseurs	 ou	 promoteurs	 de	

tumeurs,	 gènes	 impliqués	 dans	 le	 cycle	 cellulaire,	 gènes	 de	 facteur	 de	 croissance,	 gènes	 de	

facteur	anti-apoptotique)	entrainant	leur	dérégulation	et	permettant	l’acquisition	d’un	avantage	

prolifératif	pour	la	cellule	[7],	[8].		

	

	 De	 nombreux	 travaux	 tendent	 à	 démontrer	 que	 les	 premières	 anomalies	 génétiques	 se	

produisent	au	niveau	des	organes	 lymphoïdes	secondaires	 lors	des	processus	d’hypermutation	

somatique	et	de	commutation	de	classe	.	Ces	anomalies	primaires	sont	responsables	de	la	genèse	

de	 plasmocytes	 présentant	 une	 instabilité	 génétique	 et	 sont	 généralement	 caractéristiques	 du	

stade	MGUS	(monoclonal	gammopathy	of	undetermined	significance)	de	la	pathologie.	D’autres	

anomalies	 secondaires	 peuvent	 ensuite	 intervenir	 et	 favoriser	 la	 progression	 de	 la	 pathologie	

jusqu’au	stade	MM	[9],	[10].		

	

	 La	 modification	 du	 microenvironnement	 médullaire	 par	 les	 plasmocytes	 malins	 favorise	

également	 la	 progression	 tumorale.	 L’une	 des	 modifications	 les	 plus	 caractéristiques	 du	 MM	

consiste	 en	 une	 destruction	 de	 la	 matrice	 osseuse	 environnant	 la	 tumeur	 [11].	 Les	 cytokines	

sécrétées	 par	 les	 cellules	 tumorales	 (notamment	RANK-Ligand,	 «	receptor	 activator	 of	 nuclear	

factor	 kappa-B	 ligand)	 induisent	 un	 déséquilibre	 de	 la	 balance	 ostéoblastes/ostéoclastes	 en	

faveur	 de	 ces	 derniers,	 ce	 qui	 entraine	 des	 phénomènes	 de	destruction	de	 la	matrice	 osseuse.	

Cette	ostéolyse	est	associée	à	un	relargage	de	facteurs	de	croissance	qui	favorise	la	progression	

tumorale	initiant	ainsi	un	cercle	vicieux	entre	destruction	osseuse	et	prolifération.		

	

	 Le	 MM	 est	 donc	 l’ultime	 étape	 d’une	 accumulation	 d’erreurs	 génétiques	 conférant	 aux	

plasmocytes	 impactés	 un	 avantage	 prolifératif	 et	 une	 résistance	 aux	 mécanismes	 de	 mort	

cellulaire	programmée.	L’accumulation	de	ces	cellules	malignes	dans	la	MO	et	la	modification	du	

microenvironnement	 médullaire	 qui	 en	 découle	 entrainent	 des	 dysfonctionnements	 ainsi	 que	

des	 phénomènes	 d’ostéolyse.	 L’évolution	 de	 cette	 pathologie	 est	 rapide	 et	 les	 complications	

mécaniques	liées	aux	fractures	engendrées	par	l’ostéolyse	peuvent	contraindre	le	patient	à	une	

immobilisation	 prolongée.	 La	 précocité	 du	 diagnostic	 est	 donc,	 comme	 pour	 beaucoup	 de	

cancers,	un	enjeu	majeur	pour	la	thérapie	du	MM.		
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C-Symptômes	cliniques	et	stadification	du	myélome	multiple	
	

	 Le	MM	est	 caractérisé	par	une	prolifération	 incontrôlée	de	plasmocytes	malins	dans	 la	MO	

accompagnée	 d’une	 surproduction	 d’immunoglobulines.	 L’accumulation	 progressive	 de	 ces	

plasmocytes	 dans	 la	 moelle	 va	 entrainer	 une	 dérégulation	 de	 l’hématopoïèse	 entrainant	 des	

phénomènes	d’anémie	et	de	leucopénie	associés	à	une	destruction	de	l’os	environnant	la	cavité	

de	 la	 moelle.	 Cette	 destruction	 osseuse	 peut	 engendrer	 une	 hypercalcémie	 souvent	

symptomatique	 (nausées,	 vomissements,	 troubles	 musculaires).	 La	 sécrétion	 importante	

d’immunoglobulines	 monoclonales	 peut	 également	 engendrer	 des	 atteintes	 rénales	 liées	 à	

l’accumulation	de	ces	protéines.	Ces	différents	symptômes	cliniques	caractéristiques	du	MM	sont	

regroupés	 sous	 l’acronyme	 CRAB	 (hyperCalcémie,	 altération	Rénale,	Anémie,	 lésions	 osseuses	

(Bone)	lytiques)	[12].	

	

	 Le	 MM	 est	 une	 pathologie	 évolutive	 caractérisée	 par	 différents	 stades	 cliniques	 [13].	 On	

observe	 tout	d’abord	un	premier	stade	asymptomatique	nommé	gammapathie	monoclonale	de	

signification	 indéterminée	 ou	 MGUS.	 Ce	 stade	 est	 caractérisé	 par	 un	 taux	 d’immunoglobuline	

sanguin	 inférieur	 à	 30g/l,	 une	 plasmocytose	médullaire	 inférieure	 à	 10%	 et	 une	 absence	 des	

symptômes	 caractéristiques	 du	 MM.	 Le	 risque	 d’évolution	 du	 MGUS	 vers	 un	 MM	 augmente	

d’environ	1%	par	an.	Cet	état	précancéreux	peut	donc	ne	pas	évoluer	pendant	de	nombreuses	

années	et	de	nombreux	patients	ne	développeront	jamais	de	MM.			

	 La	pathologie	peut	ensuite	évoluer	vers	un	autre	stade	asymptomatique,	le	MM	indolent	(ou	

smoldering	MM,	 SMM).	Ce	 stade,	 intermédiaire	 entre	 le	MGUS	et	 le	MM	est	 caractérisé	par	un	

taux	 d’immunoglobuline	 sanguin	 supérieur	 à	 30g/l,	 un	 taux	 de	 plasmocytes	 malins	 dans	 la	

moelle	supérieur	à	10%	et	une	absence	de	symptômes	caractéristiques	du	MM.	10%	des	patients	

avec	un	MM	indolent	développeront	un	MM	dans	les	5	ans	après	le	diagnostic.		

	 Le	MM	proprement	dit	va	se	caractériser	par	un	taux	d’immunoglobuline	sanguin	supérieur	à	

30g/l,	une	plasmocytose	médullaire	supérieure	à	10%	et	 la	présence	d’au	moins	un	symptôme	

clinique	parmi	les	critères	«	CRAB	».	
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D-Le	diagnostic	du	myélome	multiple	
	

	 Le	 MM	 est	 le	 plus	 souvent	 découvert	 de	 manière	 fortuite	 du	 fait	 de	 douleurs	 osseuses	

persistantes.	La	survenue	d’une	 insuffisance	rénale	aiguë,	d’une	compression	médullaire,	d’une	

hypercalcémie	 ou	 encore	 d’une	 anémie	 peuvent	 aussi	 révéler	 la	 pathologie.	 Dans	 certains	 cas	

asymptomatiques,	 le	 MM	 est	 découvert	 lors	 d’un	 examen	 sanguin	 ou	 d’imagerie	 osseuse.		

Différents	 tests	 sont	 ensuite	 pratiqués	 afin	 d’affiner	 le	 diagnostic	 (hémogramme,	 dosage	 de	

certains	composants,	myélogramme).		

	 Du	fait	des	 lésions	osseuses	caractéristiques	de	 la	pathologie,	 l’imagerie	va	tenir	un	rôle	de	

première	 importance	dans	 le	diagnostic,	 la	stadification	et	 le	suivi	des	patients	atteints	de	MM	

[14],	 [15].	 Jusqu’à	 récemment,	 la	 radiographie	 conventionnelle	 était	 la	 modalité	 standard	

d’imagerie	 dans	 un	 contexte	 de	 MM.	 Actuellement,	 différentes	 techniques	 sont	 utilisées	 en	

routine	comme	le	scanner	corps	entier,	 l’imagerie	par	résonnance	magnétique	(IRM)	ou	la	TEP	

au	18F-FDG.		L’opportunité	d’utiliser	telle	ou	telle	technique	va	dépendre	du	cas	clinique	envisagé	

et	de	l’accessibilité	des	différents	appareils	pour	un	centre	hospitalier	donné.		

	

	

a-La	radiographie	

	

	 La	 radiographie	 conventionnelle	 est	 une	 technique	 d’imagerie	 basée	 sur	 l’utilisation	 de	

rayons	 X.	 Ces	 rayons	 sont	 plus	 ou	 moins	 atténués	 selon	 la	 nature	 et	 l’épaisseur	 des	 tissus	

traversés.	 L’image	 obtenue	 par	 la	 projection	 de	 ces	 rayons	 sur	 un	 support	 plan	 permet	 de	

visualiser	les	différentes	structures	anatomiques	du	corps.	Cette	technique	est	restée	pendant	de	

nombreuses	années	et	jusqu’à	récemment	l’examen	standard	utilisé	pour	le	diagnostic	et	le	suivi	

des	patients	MM	du	fait	de	sa	praticité	et	de	son	faible	coût	[16].	Un	bilan	complet	comprenait	

des	 radiographies	 du	 crâne,	 du	 rachis	 entier,	 du	 gril	 costal,	 des	 os	 longs	 et	 du	 bassin	 et	

permettait	 de	mettre	 en	 évidence	 des	 lésions	 lytiques	 chez	 80%	 des	 patients	 atteints	 de	MM.	

Cette	 modalité	 d’imagerie	 présentait	 cependant	 des	 limites	:	 certaines	 zones	 pouvaient	 être	

difficiles	à	visualiser	du	 fait	de	 la	densité	du	tissu	osseux,	 la	sensibilité	était	 limitée	(10	à	20%	

des	lésions	n’étaient	pas	mises	en	évidence)	et	il	était	également	difficile	de	mettre	en	évidence	

une	réponse	au	traitement.	Le	temps	nécessaire	à	la	réalisation	de	cet	examen	pouvait	également	

être	 un	 obstacle	 chez	 certains	 patients	 douloureux	 ne	 pouvant	 pas	 rester	 très	 longtemps	

allongés.	Pour	ces	raisons,	les	centres	hospitaliers	disposant	de	l’équipement	adéquat	préfèrent	

utiliser	des	techniques	plus	sophistiquées	comme	le	scanner,	l’IRM	ou	la	TEP-scanner.		
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	 Actuellement,	 l’un	des	principaux	 traceurs	 utilisés	 en	TEP	pour	 les	 patients	MM	est	 le	 18F-

FDG,	 un	 analogue	 radiopharmaceutique	 du	 glucose	 dans	 lequel	 le	 groupement	 hydroxyle	 du	

carbone	 2	 est	 remplacé	 par	 un	 atome	 de	 fluor	 18,	 émetteur	 de	 positons.	 Les	 tissus	 tumoraux	

présentent	 un	 métabolisme	 basé	 sur	 un	 fort	 taux	 de	 glycolyse	 avec	 une	 augmentation	 des	

capacités	 de	 transport	 membranaire	 du	 glucose	 et	 de	 l’activité	 des	 principales	 enzymes	

glycolytiques.	 Cette	 caractéristique	 particulière	 des	 cellules	 tumorales	 favorise	 la	 captation	

massive	de	glucose	ou	de	 son	analogue	 radiomarqué.	Une	 fois	dans	 la	 cellule,	 le	 18F-FDG	subit	

l’action	de	l’hexokinase,	première	enzyme	de	la	glycolyse,	pour	donner	du	18F-FDG-6-phosphate.	

La	modification	structurale	apportée	au	niveau	du	carbone	2	par	l’ajout	du	groupement	fluor	va	

cependant	empêcher	l’action	de	l’enzyme	suivante.	Le	18F-FDG-6-phosphate	reste	ainsi	bloqué	et	

s’accumule	dans	 la	cellule	 [22].	L’émission	de	rayonnements	β+	 issus	de	 la	désintégration	du	

fluor	 18	 en	 oxygène	 18	 permet,	 à	 l’aide	 de	 détecteurs,	 de	 localiser	 les	 foyers	 tumoraux.	 Cet	

examen	 est	 généralement	 couplé	 à	 un	 scanner	 corps	 entier	 afin	 de	 préciser	 les	 localisations	

anatomiques	 des	 lésions	 visualisées	 en	 TEP	 (TEP	 scanner	 ou	 PET/CT).	 Du	 fait	 de	 ces	 bonnes	

performances	 en	 termes	 de	 sensibilité	 et	 de	 résolution,	 cette	 technique	 a	 été	 validée	 ces	

dernières	 années	 dans	 de	 nombreuses	 indications	 en	 oncologie	 (tumeurs	 solides	 comme	 les	

carcinomes	bronchiques,	ORL,	colorectaux,	mélanomes	;	hémopathies	comme	 les	 lymphomes	B	

diffus	à	grande	cellules	ou	hodgkiniens)	[23].	D’autres	traceurs	peuvent	également	être	utilisés	

en	TEP	pour	les	patients	MM	de	manière	plus	marginale	(cf.	tableau	1).	

	

	 Depuis	plus	d’une	décennie,	 l’intérêt	de	 la	TEP	 scanner	au	 18F-FDG	pour	 le	diagnostic	 et	 le	

suivi	des	patients	MM	s’est	 renforcé.	Cette	modalité	d’imagerie	permet	en	effet	une	évaluation	

corps	 entier	 du	 patient	 en	 un	 temps	 raisonnable	 (environ	 20	 à	 40	 mn	 d’acquisition)	 tout	 en	

présentant	 une	 bonne	 sensibilité	 et	 spécificité	 pour	 la	 détection	 des	 lésions	 médullaires	 et	

extramédullaires	 [24].	 La	 détection	 des	 zones	 osseuses	 lésées	 est	 également	 possible.	 Ces	

avantages	 sont	 liés	 au	 caractère	 dual	 de	 cette	 technique	 qui	 combine	 imagerie	 fonctionnelle	

(composante	 TEP)	 et	 imagerie	 anatomique	 (composante	 scanner).	 Des	 limitations	 existent	

cependant	 pouvant	 restreindre	 l’utilisation	 et	 l’efficacité	 de	 cette	modalité	 d’imagerie.	 La	 TEP	

scanner	au	 18F-FDG	peut	présenter	des	 résultats	négatifs	pour	des	patients	MM	dans	 le	 cas	de	

tumeurs	 à	 faible	 activité	 glycolytique	 fixant	 faiblement	 le	 FDG.	 A	 l’inverse,	 la	 forte	 activité	

glycolytique	physiologique	de	certains	tissus	sains	comme	le	parenchyme	cérébral	peut	gêner	ou	

empêcher	 la	 visualisation	 de	 tumeurs	 situées	 dans	 le	 voisinage	 immédiat	 [25].	 Enfin,	 des	

contraintes	 de	 coût,	 de	 disponibilité	 d’appareillage	 ou	 de	 disponibilité	 de	 médicaments	

radiopharmaceutiques	peuvent	contraindre	l’utilisation	de	la	TEP	scanner	dans	certains	centres	

hospitaliers.			
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II-CD38,	un	biomarqueur	du	myélome	multiple			
	

	

	 La	recherche	de	biomarqueurs	permettant	le	ciblage	des	cellules	tumorales	est	un	axe	fort	de	

la	 recherche	 en	 cancérologie	 actuelle.	 On	 considère	 généralement	 qu’un	 «	bon	»	 biomarqueur	

doit	 présenter	 certaines	 caractéristiques	 particulières,	 indispensables	 à	 son	 utilisation	 en	 tant	

que	cible.	Il	doit	notamment	être	exprimé	fortement	et	uniformément	par	les	cellules	tumorales	

sans	présenter	d’expression	par	les	tissus	sains.	La	présence	d’un	tel	biomarqueur	au	niveau	des	

territoires	 cancéreux	 doit	 de	 plus	 être	 commune	 à	 la	majorité	 des	 patients.	 Enfin,	 sa	 fonction	

dans	la	biologie	de	la	cellule	doit	être	suffisamment	importante	pour	éviter	la	mise	en	place	de	

mécanismes	 d’échappement.	 Ces	 caractéristiques	 théoriques	 du	 biomarqueur	 idéal	 sont	

cependant	 rarement	 toutes	 retrouvées	dans	 la	 réalité	 et	 le	 chercheur	doit	 alors	 composer	afin	

d’évaluer	la	balance	bénéfice-risque	de	l’utilisation	de	tel	ou	tel	biomarqueur.		

	

	 Dans	 le	 cas	 du	MM,	 la	 recherche	 de	 biomarqueurs	 permettant	 le	 ciblage	 des	 plasmocytes	

malins	s’est	avérée	être	un	enjeu	majeur	pour	le	diagnostic	et	 la	prise	en	charge	thérapeutique	

des	 patients.	 Dans	 une	 grande	majorité	 des	 cas,	 on	 observe	 en	 effet	 la	 survenue	 de	 rechutes	

après	 traitement.	 Certains	 patients	 deviennent	 alors	 réfractaires	 aux	 drogues	

conventionnellement	 utilisées	 pour	 la	 thérapie	 du	 MM,	 justifiant	 les	 efforts	 entrepris	 dans	 le	

développement	de	nouvelles	approches	de	ciblage.	Dans	ce	contexte,	différents	antigènes	comme	

CD138	 (syndecan-1),	 CD319	 (SLAM-7)	 ou	 CD269	 (BCMA)	 se	 sont	 avérés	 pertinents	 pour	

discriminer	 les	 plasmocytes	 tumoraux.	 Plus	 récemment,	 l’attention	 de	 la	 communauté	

scientifique	s’est	portée	sur	un	«	nouveau	»	biomarqueur	des	plasmocytes	malins	:	le	CD38.			

	

	 Le	CD38	est	une	glycoprotéine	de	45kDa	exprimée	majoritairement	à	 la	membrane	externe	

des	 cellules.	 Elle	 présente	 des	 fonctions	 enzymatiques	 intervenant	 dans	 le	 catabolisme	 des	

nucléotides	 extracellulaires	 et	 dans	 la	 régulation	 des	 flux	 calciques	 intracellulaires.	 CD38	

possède	également	une	fonction	de	récepteur	et	est	impliquée	dans	des	mécanismes	d’adhésion	

cellulaire	et	de	transduction	de	signaux.		

	 De	nombreux	travaux	ont	mis	en	évidence	la	pertinence	du	ciblage	du	CD38	pour	l’imagerie	

et	 la	thérapie	du	MM.	Cette	protéine	est	en	effet	surexprimée	par	les	plasmocytes	malins	et	est	

faiblement	ou	non	exprimée	par	 les	cellules	des	 lignées	 lymphoïdes	et	myéloïdes	ainsi	que	sur	

les	 tissus	d’origine	non	hématopoïétique.	 Cette	 expression	de	 surface	du	CD38	 sur	 les	 cellules	

tumorales	est	de	plus	retrouvée	chez	plus	de	90%	des	patients	atteints	de	MM.	Ces	différentes	

caractéristiques	ainsi	que	son	rôle	biologique	particulier	au	sein	de	la	cellule	en	font	une	cible	de	

choix	pour	le	ciblage	du	MM.	De	nombreux	anticorps	thérapeutiques	monoclonaux	ciblant	cette	

protéine	ont	ainsi	été	développés	dont	le	daratumumab.	Cet	anticorps	testé	en	clinique	offre	des	

résultats	 encourageants	 ouvrant	 la	 voie	 à	 de	 nouvelles	 thérapies	 associant	 anticorps	

monoclonaux	et	différents	agents	 thérapeutiques	 (inhibiteurs	du	protéasome,	agents	alkylants,	

drogues	épigénétiques…).		
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récepteur	et	qui	agit,	la	plupart	du	temps,	en	synergie	avec	d’autres	récepteurs	afin	de	moduler	

certaines	 voies	 de	 signalisation.	 La	 recherche	 du	 partenaire	 «	non	 substrat	»	 de	 CD38	 a	

également	 permis	 l’identification	 de	 CD31	 ou	 PECAM-1	 (Platelet	 endothelial	 cell	 adhesion	

Molecul-1),	 une	molécule	 appartenant	 à	 la	 superfamille	 des	 immunoglobulines.	 Cette	 protéine	

est	 exprimée	majoritairement	 par	 les	 cellules	 endothéliales	 et	 de	manière	 plus	marginale	 par	

certaines	 cellules	 hématopoïétiques	 dont	 les	 lymphocytes	 et	 les	 cellules	 dendritiques	 [47].	 Il	

apparaît	ainsi	que	l’engagement	de	CD38	avec	CD31	va	permettre	de	moduler	certaines	voies	de	

signalisation	 ainsi	 que	 de	 favoriser	 certains	 phénomènes	 d’adhérence	 cellulaire	 qui	 seront	

décrits	ultérieurement.		

	

	 Les	voies	de	signalisation	induites	par	la	liaison	CD38-CD31	dépendent	du	type	cellulaire	et	

du	stade	de	différenciation	mais	l’on	retrouve	cependant	des	caractéristiques	communes	chez	les	

cellules	 immunitaires	 CD38+.	 Dans	 ces	 cellules,	 la	 liaison	 CD38-ligand	 induit	 une	 cascade	 de	

signalisation	 impliquant	notamment	 la	protéine	ZAP70	et	 le	proto-oncogène	c-cbl.	On	retrouve	

ces	deux	substrats	phosphorylés	après	 ligation	du	CD38	dans	 les	cellules	T,	B	et	NK	 favorisant	

généralement	des	processus	de	survie	et	de	prolifération.	Ces	données	semblent	suggérer	que	le	

CD38	 est	 impliqué	dans	 la	 régulation	 fine	 de	 la	 signalisation	TCR,	BCR	 et	 CD16.	 L’observation	

d’une	 colocalisation	du	CD38	avec	 ces	différents	 récepteurs	 à	 la	membrane	 cellulaire	 renforce	

également	 cette	 hypothèse.	 Dans	 les	 paragraphes	 suivants,	 nous	 décrirons	 les	 voies	 de	

signalisation	 mises	 en	 jeu	 par	 l’engagement	 du	 CD38	 dans	 les	 populations	 de	 cellules	

immunitaires	T,	B	et	NK.		

	

	 	 	 Lymphocytes	T		

	 L’implication	du	CD38	dans	 la	 signalisation	TCR	a	été	suggérée	par	 l’observation	de	profils	

d’expression	cytokinique	analogues	déclenchés	suite	à	un	engagement	avec	leur	ligand	respectif	

[48],	 [49].	La	mise	en	évidence	d’une	colocalisation	membranaire	entre	 ces	deux	protéines	est	

également	venue	renforcer	cette	hypothèse	[50].	L’exploration	de	cette	 interaction	a	permis	de	

mettre	 en	 évidence	 l’implication	 de	 différents	 acteurs	 moléculaires.	 Il	 apparaît	 en	 effet	 que	

l’engagement	du	CD38	par	son	ligand	aboutit	à	une	phosphorylation	complète	des	chaines	ζ	et	ε	

du	CD3	via	une	cascade	de	signalisation	impliquant	différentes	protéines	partenaires	(Lck,	ZAP-

70,	 PLC-γ,	 PKC).	 Des	 évènements	 plus	 tardifs	 vont	 aboutir	 à	 l’activation	 de	 la	 voie	 Raf-1/MAP	

kinase	 et	 à	 la	mobilisation	 de	 calcium	 intracellulaire.	 Dans	 ce	 cadre,	 le	 CD38	 apparaît	 comme	

jouant	 un	 rôle	 de	 support	 de	 la	 signalisation	 TCR	 et	 va	 favoriser	 des	 mécanismes	 pro-

apoptotiques.	Ces	 évènements	 sont	dépendants	de	 la	présence	d’un	 complexe	TCR	 fonctionnel	

[51],	[52].		
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	 	 	 Lymphocytes	B	

	 La	ligation	du	CD38	dans	les	lymphocytes	B	est	à	l’origine	de	signaux	de	natures	différentes	

selon	 le	 stade	 de	 différenciation	 de	 la	 cellule.	 Dans	 les	 précurseurs	 B,	 l’engagement	 du	 CD38	

inhibe	la	prolifération	et	favorise	des	mécanismes	d’apoptose.	La	transduction	des	signaux	dans	

ces	cellules	implique	une	dimérisation	de	CD38	suite	à	la	liaison	avec	son	ligand	suivie	par	une	

phosphorylation	 rapide	 et	 transitoire	 de	 différentes	 protéines	 (Syk,	 PLC-γ,	 Tec,	 c-cbl,	 la	 sous-

unité	 P85	 de	 la	 phosphatidylinositole	 3-kinase).	 Ces	 phénomènes	 de	 phosphorylation	 vont	

aboutir	 à	 l’inhibition	 de	 la	 croissance	 cellulaire	 et	 vont	 favoriser	 l’induction	 de	 mécanismes	

apoptotiques	[53].	Dans	les	cellules	B	matures,	on	observe	des	effets	inverses,	la	ligation	de	CD38	

étant	suivie	d’évènements	de	prolifération	et	de	prévention	de	l’apoptose.	Ces	effets	sont	induits	

par	 l’activation	 d’une	 voie	 de	 signalisation	 aboutissant	 au	 recrutement	 de	NF-κB	 [54].	 Il	 a	 été	

démontré	dans	des	modèles	murins	que	ces	évènements	étaient	dépendants	de	l’association	de	

CD38	avec	le	BCR	[55].		

	

	 	 	 Cellules	NK	

Dans	 les	cellules	NK,	 la	 ligation	de	CD38	entraine	une	cascade	de	phosphorylations	 impliquant	

différentes	protéines	cytosoliques	(CD3-ζ,	 la	chaine	FcεRIγ,	ZAP-70	et	 le	proto-oncogène	c-Cbl)	

aboutissant	 à	 une	 augmentation	 de	 la	 concentration	 calcique	 intracellulaire.	 On	 retrouve	

également	 ces	 protéines	 phosphorylées	 dans	 les	 voies	 de	 signalisation	 dépendantes	 du	 CD16.	

Comme	 lors	 de	 l’engagement	 de	 CD16,	 la	 signalisation	 CD38	 favorise	 la	 sécrétion	 d’IFN-γ	

(interféron	 gamma)	 et	 l’induction	d’effets	 cytolytiques	propres	 aux	NK	 [56].	 Cette	 redondance	

d’action	laisse	supposer	une	fonction	support	de	CD38	dans	la	signalisation	médiée	par	le	CD16.	

L’importance	de	cette	fonction	support	reste	cependant	à	définir	avec	précision.		

	

	 On	observe	donc	une	 implication	de	CD38	dans	différentes	voies	de	signalisation	cellulaire.	

Les	différents	 travaux	ayant	permis	d’explorer	cette	signalisation	se	sont	basés	sur	 l’utilisation	

d’AcM	afin	d’induire	la	ligation	de	CD38.	Il	a	cependant	été	montré	que	des	résultats	équivalents	

étaient	 obtenus	 avec	 le	 ligand	 naturel	 de	 CD38,	 CD31	 [57].	 Il	 a	 également	 été	 prouvé	 que	

l’augmentation	de	la	concentration	calcique	intracellulaire	observée	dans	certaines	populations	

cellulaires	suite	à	l’engagement	du	CD38	était	bien	liée	à	l’activation	de	voies	de	signalisation	et	

non	pas	à	l’activité	enzymatique	de	la	protéine	[55].			

	

	

	 b-Fonction	enzymatique			

	

	 Une	 caractéristique	 remarquable	 de	 la	 protéine	 CD38	 est	 sa	 fonction	 enzymatique.	 Cette	

molécule	 catalyse	 en	 effet	 différentes	 réactions	 impliquant	 des	 métabolites	 dérivés	 du	 NAD	

(Nicotinamide	adénine	dinucléotide)	comme	précurseurs.	Le	type	de	réaction	catalysée	dépend	

de	 la	 localisation	 de	 CD38	 et	 du	 pH	 régnant	 autour	 de	 la	 molécule.	 À	 pH	 neutre,	 condition	

généralement	retrouvée	au	niveau	de	la	membrane	extracellulaire	ou	du	cytosol,	on	observe	une	
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Ces	 mécanismes	 de	 relargage	 induisent	 une	 hausse	 de	 la	 concentration	 calcique	

intracytoplasmique	 permettant	 l‘initiation	 de	 différents	 processus	 cellulaires	 comme	 la	

contraction,	la	motilité	ou	la	prolifération	(cf.	figure	8)	[60],	[61],	[62].	

	 De	 nombreux	 travaux	 ont	mis	 en	 évidence	 l’implication	 du	 CD38	 dans	 la	mobilisation	 des	

stocks	calciques	intracellulaires.	La	mécanistique	précise	de	cette	fonctionnalité	ne	va	cependant	

pas	 sans	poser	quelques	problèmes	 conceptuels.	 En	 effet,	 la	 localisation	 extracellulaire	du	 site	

catalytique	 de	 CD38	 pose	 question	 lorsqu’il	 s’agit	 d’imaginer	 les	 processus	 permettant	 la	

modulation	 de	 flux	 calciques	 intracellulaires,	 les	 substrats	 de	 l’enzyme	 étant	 majoritairement	

présents	dans	le	cytosol.	Existe-t-il	des	transporteurs	dédiés	permettant	leur	acheminement	vers	

l’extérieur	?	Même	 interrogation	 concernant	 les	 produits	 de	 la	 réaction	 enzymatique	 catalysée	

par	CD38	qui	se	retrouve	en	théorie	dans	le	milieu	extracellulaire.		

Deux	hypothèses	proposant	de	résoudre	ce	qui	est	appelé	«	le	paradoxe	topologique	de	CD38	»	

font	actuellement	l’objet	de	recherches	[63].		

	

	 La	 première	 postule	 l’existence	 de	 transporteurs	 dans	 la	 membrane	 plasmique	 et	 dans	 la	

membrane	des	lysosomes	permettant	le	mouvement	des	substrats	et	des	produits	de	la	réaction	

enzymatique	 entre	 les	 différents	 compartiments.	 De	 nombreuses	 données	 ont	 montré	 que	 la	

connexine-43	pouvait	participer	au	transport	du	NAD	à	travers	la	membrane	et	que	le	cADPR	et	

le	 NAADP	 pouvaient	 être	 pris	 en	 charge	 par	 des	 transporteurs	 des	 nucléosides	 [64],	 [65].	

L’activité	de	ces	transporteurs	peut	de	plus	être	régulée	par	différents	mécanismes	permettant	in	

fine	 une	 régulation	 de	 l’activité	 de	 l’enzyme	 par	 limitation	 de	 l’accès	 au	 substrat.	 C’est	 par	

exemple	le	cas	du	transport	du	NAD	par	la	connexine-43	qui	est	Ca2+	dépendant	et	qui	peut	être	

inhibé	par	des	phénomènes	de	phosphorylation	[66].		

	

	 La	 deuxième	 hypothèse	 explorée	 consiste	 en	 un	 passage	 du	 CD38	 d’une	 forme	 de	 type	 II	

(protéine	 transmembranaire	 orientée	 vers	 le	 milieu	 extracellulaire)	 à	 une	 forme	 de	 type	 III	

(orientation	vers	le	milieu	intracellulaire)	par	un	mécanisme	de	flip-flop.	Cette	hypothèse	a	été	

validée	 par	 une	 équipe	 chinoise	 qui,	 à	 l’aide	 d’AcM	 dirigés	 contre	 CD38,	 a	 réussi	 à	mettre	 en	

évidence	l’existence	d’une	forme	minoritaire	de	la	protéine	orientée	en	intracellulaire	[67].		

	

	 Il	 apparaît	 vraisemblable,	 au	 vu	 de	 ces	 différents	 résultats,	 d’envisager	 la	 cohabitation	 des	

formes	de	types	II	et	 III	au	sein	d’une	même	cellule.	Le	mécanisme	de	type	III	avec	 le	domaine	

catalytique	localisé	en	intracellulaire	n’est	pas	limité	par	la	disponibilité	du	substrat	et	peut	être	

impliqué	dans	des	réponses	cellulaires	rapides	à	un	stimuli.	Le	mécanisme	de	type	II	au	contraire	

nécessite	le	transport	du	substrat	et	des	produits,	ce	qui	le	rend	plus	à	même	d’intervenir	dans	

des	réponses	cellulaires	plus	lentes	et	prolongées	[63].		
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C-Distribution	tissulaire	du	CD38	humain		
	

	 Dans	 un	 contexte	 physiologique,	 on	 retrouve	 une	 expression	 du	 CD38	 à	 des	 taux	

relativement	 bas	 dans	 certains	 tissus	 hématopoïétiques.	 Cette	 expression	 est,	 de	 manière	

générale,	finement	régulée	et	va	dépendre	de	l’état	de	différentiation	et	du	niveau	d’activation	de	

la	 cellule.	 On	 retrouve	 également	 CD38	 exprimé	 à	 faible	 fréquence	 dans	 certains	 tissus	 non	

hématopoïétiques	[57].			

	

	

	 a-Tissus	hématopoïétiques		

	

	 Le	CD38	est	 exprimé	principalement	par	 les	 cellules	du	 système	 immunitaire.	 	On	observe	

une	 régulation	 fine	 de	 son	 expression	 pendant	 l’hématopoïèse	:	 les	 cellules	 souches	

hématopoïétiques	à	longue	durée	de	vie	(LT-CSH),	les	CSH	à	courte	durée	de	vie	(ST-CSH)	ainsi	

que	 les	 progéniteurs	 multipotents	 (MPP)	 n’expriment	 pas	 ce	 marqueur.	 Les	 progéniteurs	

communs	myéloïdes	et	lymphoïdes	issus	de	la	différenciation	du	MPP	sont	en	revanche	CD38+.		

	

	 	 	 Lignée	myéloïde	

L’expression	 du	 CD38	 a	 été	 observée	 sur	 des	monocytes	 circulants	 ainsi	 que	 sur	 des	 cellules	

dendritiques	activées.	Les	cellules	NK,	les	granulocytes	ainsi	que	les	ostéoblastes	et	ostéoclastes	

sont	CD38+.		

	

	 	 	 Lymphocytes	T		

Le	CD38	est	exprimé	par	les	thymocytes	à	différents	niveaux	selon	leur	stade	de	maturation.	Lors	

du	stade	double	négatif	(DN)	la	population	CD38+	est	minoritaire.	Ce	pourcentage	de	thymocytes	

CD38+	 va	 augmenter	 considérablement	 au	 stade	 double	 positif	 (98%)	 et	 reste	 élevé	 au	 stade	

simple	 positif	 (SP)	 CD4	 ou	 CD8.	 L’expression	 du	 CD38	 dans	 les	 populations	 de	 LT	 circulants	

dépend	de	leur	degré	d’activation.		

	

	 	 	 Lymphocytes	B	

L’expression	de	CD38	est	finement	régulée	pendant	l’ontogenèse	des	lymphocytes	B.	On	observe	

une	forte	expression	de	cette	protéine	dans	les	précurseurs	B	de	la	moelle	osseuse.		

Les	LB	matures	naïfs	 sortant	de	 la	moelle	osseuse	 sont	CD38-.	Après	activation	de	 la	 cellule	B	

dans	les	organes	lymphoïdes	secondaires,	le	CD38	est	réexprimé.		

On	 note	 une	 absence	 d’expression	 de	 ce	 marqueur	 sur	 les	 B	 mémoires	 et,	 au	 contraire,	 une	

expression	forte	sur	les	plasmocytes.		
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	 b-Tissus	non-hématopoïétiques	:		

	

CD38	 est	 également	 exprimé	 à	 bas	 niveau	 par	 des	 tissus	 non	 hématopoïétiques	 comme	 les	

cellules	 épithéliales	 prostatiques,	 les	 cellules	 B	 du	 pancréas,	 les	 ostéoclastes,	 ou	 encore	 les	

cellules	des	muscles	striés.		

	

	

D-CD38,	une	cible	pour	l’imagerie	et	la	thérapie	du	MM		
	

	 Dans	un	contexte	pathologique,	on	retrouve	une	expression	forte	et	uniforme	de	CD38	sur	les	

plasmocytes	malins	 de	 plus	 de	 90%	 des	 patients	 [71],	 [72].	 Cette	 surexpression	 ainsi	 que	 les	

caractéristiques	intrinsèques	de	CD38	décrites	ci-dessus	(fonction	enzymatique,	de	récepteur,	de	

molécule	d’adhésion)	font	de	cette	protéine	un	biomarqueur	d’intérêt	pour	le	ciblage	des	cellules	

myélomateuses.	Les	besoins	en	thérapies	 innovantes,	notamment	pour	 les	patients	réfractaires	

aux	 drogues	 utilisées	 conventionnellement	 dans	 le	 cadre	 de	 cette	 pathologie,	 ont	 conduit	 au	

développement	 d’anticorps	 monoclonaux	 ciblant	 le	 CD38.	 On	 peut	 notamment	 citer	 le	

daratumumab	 (anticorps	 monoclonal	 humain,	 Genmab),	 l’isatuximab	 (anticorps	 chimérique,	

Sanofi)	et	le	MOR202	(anticorps	humain,	MorphoSys)	[73]	[74].		

	

	

	 a-CD38	comme	cible	pour	la	thérapie	du	MM	

	

	 Le	 daratumumab	 est	 un	 anticorps	 humain	 ciblant	 le	 CD38	 présentant	 le	 développement	

clinique	 le	 plus	 avancé.	 Il	 exerce	 son	 activité	 anti-tumorale	 via	 des	 mécanismes	 de	 CDC	

(Complement	dependent	cytotoxicity),	d’ADCC	(Antibody	dependent	cell	cytotoxicity)	et	d’ADCP	

(Antibody	 dependent	 cell	 phagocytosis)	 [75],	 [76].	 En	 parallèle	 de	 ces	 mécanismes	 d’action	

classiques	dépendant	 de	 la	 région	Fc,	 deux	 autres	 fonctionnalités	 ont	 été	 documentées.	 L’effet	

anti-tumoral	 du	 daratumumab	 peut	 en	 effet	 s’exercer	 par	 la	 dérégulation	 de	 l’activité	

enzymatique	du	CD38	induite	par	la	fixation	de	l’anticorps	[77].	 Il	a	également	été	observé	des	

effets	 immunomodulateurs	 favorisés	 par	 l’élimination	 de	 cellules	 immunosuppressives	 CD38+	

(LT	régulateur,	LB	régulateur)	dans	le	voisinage	de	la	tumeur	(cf.	figure	9)	[78].			
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Le	CD38	est	donc	une	protéine	présentant	des	caractéristiques	biologiques	diverses,	intervenant	

à	différents	niveaux	de	la	vie	cellulaire.	Exprimée	à	haut	niveau	et	de	manière	uniforme	par	plus	

de	90%	des	plasmocytes	malins	issus	de	patients,	cette	protéine	a	rapidement	suscité	un	intérêt	

pour	le	ciblage	des	zones	tumorales.	Nous	avons	vu	que	les	différents	travaux	menés	ont	abouti	

au	 développement	 de	 plusieurs	 AcM	 anti-CD38	 dont	 le	 daratumumab	 est	 le	 meilleur	

représentant.	 Testé	 en	monothérapie	 ou	 en	 combinaison	 avec	 d’autres	 drogues,	 cet	 AcM	 s’est	

révélé	prometteur,	permettant	l’obtention	de	réponses	cliniques	chez	de	nombreux	patients	MM	

jusque-là	réfractaires	aux	thérapies	classiques.	Ces	résultats	encourageants	ont	amené	différents	

groupes	à	utiliser	cet	AcM	pour	la	réalisation	d’immunoTEP	dans	des	modèles	précliniques	puis	

en	clinique.	Là	encore,	les	résultats	se	sont	avérés	prometteurs.		

Le	large	spectre	de	données	maintenant	disponibles	sur	le	ciblage	du	CD38	pour	le	MM	ne	laisse	

donc	plus	de	doutes	quant	à	 la	pertinence	de	 son	utilisation.	Les	AcM	anti-CD38	commerciaux	

ont	montré	leur	efficacité	mais	un	axe	fort	d’amélioration	pour	cibler	les	zones	tumorales	serait	

le	 développement	 de	 nouveaux	 vecteurs	 possédant	 des	 propriétés	 pharmacocinétiques	 plus	

favorables	et	pouvant	être	produits	à	moindre	coût.		

	

Le	 chapitre	 suivant	 se	 propose	 de	 revenir	 sur	 les	 différentes	 stratégies	 de	 ciblage	 des	 tissus	

tumoraux.		
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III-Stratégies	de	ciblage	moléculaire	des	tumeurs		
	

	

	 Le	développement	de	 stratégies	de	 ciblage	des	 tissus	 tumoraux	à	des	 fins	diagnostiques	et	

thérapeutiques	 est	 l’un	 des	 défis	 majeurs	 de	 la	 recherche	 en	 cancérologie	 actuelle.	 Les	

différentes	 approches	 développées	 s’appuient	 sur	 les	 caractéristiques	 des	 tumeurs	 et	 de	 leur	

microenvironnement	afin	d’acheminer	vers	la	zone	pathologique	un	maximum	de	principe	actif	

tout	en	limitant	 l’exposition	des	tissus	sains.	Un	bond	en	avant	majeur	dans	le	ciblage	actif	des	

cellules	 tumorales	 a	 été	 accompli	 avec	 le	 développement	 des	 anticorps	 monoclonaux.	 Ces	

protéines	d’affinité,	issues	du	système	immunitaire,	possèdent	des	propriétés	de	reconnaissance	

spécifiques	 rendant	 pertinente	 leur	 utilisation	 en	 oncologie.	 Au	 cours	 des	 quatre	 dernières	

décennies,	les	différents	travaux	menés	autour	des	AcM	combinés	aux	avancées	dans	le	domaine	

de	l’ingénierie	des	protéines	ont	permis	l’émergence	de	nouvelles	classes	de	protéines	d’affinité	

dédiées	au	ciblage.	Des	fragments	d’anticorps	aux	protéines	d’affinité	artificielles,	 l’éventail	des	

possibilités	s’est	considérablement	élargi	permettant	d’envisager	de	nouvelles	approches	pour	le	

la	thérapie	et	le	diagnostic	en	oncologie.		

	 Nous	 reviendrons	 donc	 dans	 les	 paragraphes	 suivants	 sur	 ces	 différentes	 modalités	 de	

ciblage	tumoral.		

	

	

A-Les	anticorps		
	

a-Structure	des	anticorps	

	

	 Les	 anticorps	 sont	 des	 glycoprotéines	 complexes	 produites	 par	 le	 système	 immunitaire	 en	

réponse	 à	 une	 stimulation	 par	 un	 composant,	 habituellement	 étranger,	 appelé	 antigène.	

Historiquement,	les	anticorps	ou	immunoglobulines	(Ig)	sont	les	premières	molécules	d’affinité	à	

avoir	 été	 utilisées	 pour	 le	 ciblage	 des	 antigènes	 tumoraux	 [84],	 [85].	 Il	 existe	 chez	 les	

mammifères	 cinq	 classes	 différentes	 d’immunoglobulines	 selon	 la	 structure	 des	 domaines	

constants	des	chaines	lourdes	:	les	IgG,	IgA,	IgM,	IgE	et	IgD.	Ces	différents	isotypes	sont	présents	

dans	 l’organisme	 dans	 des	 proportions	 et	 à	 des	 localisations	 variables	 selon	 leur	 classe.	 De	

même,	ces	Ig	présentent	des	fonctions	spécialisées	différentes	bien	que	toutes	impliquées	dans	

l’immunité	[86],	[87].		

	 Les	 immunoglobulines	G	(IgG)	sont	 les	anticorps	utilisés	pour	 la	 thérapie	des	cancers.	Leur	

structure	 caractéristique	 en	 forme	 de	 Y	 est	 basée	 sur	 l’association	 de	 quatre	 chaines	

polypeptidiques	:	 deux	 chaines	 lourdes	 identiques	 (heavy	 chain	 –	 H)	 et	 deux	 chaines	 légères	

identiques	 (light	 chain	 –	 L)	 connectées	 par	 l’intermédiaire	 de	 ponts	 disulfures.	 Chaque	 chaine	

lourde	 est	 constituée	 de	 trois	 domaines	 constants	 (CH1	 à	 3)	 et	 d’un	 domaine	 variable	 (VH)	 et	

chaque	chaine	 légère	d’un	domaine	constant	(CL)	et	d’un	domaine	variable	(VL)	(cf.	figure	12).	

C’est	 la	 combinaison	 des	 domaines	 variables	 d’une	 chaîne	 lourde	 et	 d’une	 chaîne	 légère	 qui	
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	 	 b-1-	Mécanismes	d’action	des	anticorps	monoclonaux		
	

	 Les	AcM	utilisés	en	oncologie	peuvent	exercer	des	effets	antitumoraux	qui	aboutissent	à	 la	

mort	 des	 cellules	 tumorales.	 Ces	 effets	 reposent	 sur	 des	 mécanismes	 parfois	 très	 différents,	

dépendants	 de	 la	 molécule	 ciblée	 et	 des	 caractéristiques	 intrinsèques	 de	 l’AcM.	 Plusieurs	

modalités	d’action	ont	pu	être	documentées	(cf.	figure	14)	[95].	

	

*	La	cytotoxicité	directe	:	la	fixation	de	l’AcM	sur	la	cellule	cancéreuse	induit	un	effet	cytotoxique	

direct.	Différents	processus	peuvent	être	mis	en	jeu	:	

	 Effet	 agoniste	:	 les	 AcM	 agonistes	 ciblent	 généralement	 des	 récepteurs	 membranaires	 et	

entrainent	 la	 cellule	 vers	des	mécanismes	de	mort	 cellulaire.	 C’est	 le	 cas	 du	 rituximab	dont	 la	

fixation	induit	notamment	une	mort	cellulaire	par	apoptose	[96].		

	 Effet	antagoniste	:	 les	AcM	antagonistes	ciblent	généralement	des	récepteurs	membranaires	

et	 bloquent	 l’activation	 du	 récepteur	 cible.	 C’est	 le	 cas	 du	 trastuzumab	 qui	 cible	 le	 récepteur	

HER2	 (Human	 epidermal	 growth	 factor	 receptor-2).	 La	 liaison	 de	 l’anticorps	 sur	 ce	 récepteur	

inhibe	l’activation	de	voies	de	signalisation	impliquées	dans	la	prolifération	cellulaire	[97].	

	

*	 Cytotoxicité	 dépendante	 du	 système	 immunitaire	 :	 cet	 effet	 concerne	 les	 AcM	 capables	 de	

recruter	 des	 effecteurs	 immunitaires.	 La	 partie	 Fc	 va	 jouer	 un	 rôle	 important	 puisqu’elle	 est	

responsable	de	ce	recrutement.	Il	peut	s’agir	de	la	fraction	C1q	du	complément	qui	entraine	une	

lyse	 cellulaire	 dépendante	 du	 complément	 ou	 de	 cellules	 effectrices	 exprimant	 le	 récepteur	

FcγRIIA/CD16	 telles	 que	 les	 cellules	 natural	 killer	 (NK)	 et	 les	 macrophages.	 Ces	 cellules	

effectrices	induisent	des	phénomènes	d’ADCC	ou	d’ADCP	dans	le	cas	des	macrophages.	Parmi	les	

anticorps	 capables	 de	 recruter	 ces	 effecteurs	 immunitaires,	 on	 retrouve	 le	 rituximab	 et	 le	

trastuzumab	[96],	[97].		

	

*	Action	sur	les	vaisseaux	et	les	phénomènes	immunosuppresseurs	liés	au	microenvironnement	:	

certains	 AcM	 peuvent	 exercer	 leur	 action	 anti-tumorale	 en	 agissant	 au	 niveau	 du	

microenvironnement.	On	retrouve	dans	cette	catégorie	les	AcM	inhibant	le	facteur	de	croissance	

de	 l’endothélium	vasculaire	 (VEGF	–	Vascular	 endothelial	 growth	 factor)	 et	 ses	 récepteurs,	 les	

AcM	inhibant	les	cellules	T	régulatrices	et	 les	cellules	myéloïdes	suppressives	(MDSC	-	Myeloid	

derived	 suppressive	 cells)	 ainsi	 que	 les	 AcM	 inhibant	 les	 cytokines	 immunosuppressives.	 Un	

anticorps	représentatif	de	cette	catégorie	est	le	bevacizumab,	un	AcM	dirigé	contre	le	VEGF	[98].	

Sa	liaison	au	VEGF	réduit	la	disponibilité	de	ce	facteur	de	croissance	entrainant	une	diminution	

du	phénomène	de	néoangiogenèse.		
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évaluée	chez	des	patients	présentant	des	carcinomes	rénaux	et	a	montré	son	efficacité	en	termes	

de	 sensibilité	 et	 de	 spécificité	 [106].	 Ces	 résultats	 encourageants	 permettent	 d’envisager	

l’immunoTEP	 comme	une	 alternative	 à	 la	 biopsie	 pour	 ce	 genre	 d’indication.	 Par	 ailleurs,	 une	

autre	 étude	 clinique	 a	 montré	 la	 faisabilité	 de	 l’immuno-TEP	 avec	 une	 IgG	 anti-CD44v6	

radiomarquée	au	89Zr	chez	20	patients	atteints	de	tumeurs	ORL	[107].	Les	résultats	obtenus	se	

sont	 révélés	 très	 encourageants	 puisqu’une	 spécificité	 de	 100%	 mais	 surtout	 une	 sensibilité	

supérieure	à	la	TEP	au	18F-FDG	(85%	versus	62%)	ont	été	obtenus.		

Le	 développement	 de	 l’immunoTEP	 représente	 donc	 une	 avancée	 majeure	 en	 termes	 de	

diagnostic	pour	la	détection	de	tumeurs	avant	traitement	ainsi	que	pour	le	suivi	de	patients	tout	

au	 long	 d’un	 processus	 thérapeutique.	 La	 cartographie	 corps	 entier	 de	 l’expression	 des	

marqueurs	 tumoraux	 permise	 par	 cette	 technique	 peut	 également	 permettre	 la	 sélection	 de	

patients	éligibles	à	un	traitement	d’immunothérapie	[108].			

	

	 Ces	 techniques	d’imagerie	basées	sur	 l’utilisation	de	radionucléides	vectorisés	par	des	AcM	

présentent	 cependant	 des	 limites.	 Une	 des	 limitations	 majeures	 est	 liée	 aux	 anticorps	 eux-

mêmes,	 qui	 du	 fait	 de	 leurs	 caractéristiques	 intrinsèques,	 vont	 présenter	 des	 propriétés	

pharmacocinétiques	non	optimales.			

	

	

	 c-Les	limitations	des	anticorps	

	

	 Du	 fait	 de	 leur	 rôle	 clé	 dans	 le	 système	 immunitaire	 et	 en	 raison	 de	 leurs	 nombreuses	

applications	biomédicales,	les	anticorps	sont	les	protéines	d’affinité	les	plus	étudiées	et	les	mieux	

caractérisées.	Leur	utilisation	peut	cependant	présenter	certaines	limites	[94].		

	 Un	 inconvénient	 majeur	 relatif	 à	 l’usage	 des	 AcM	 en	 oncologie	 est	 leur	 faible	 capacité	 de	

pénétration	 des	 tumeurs	 solides.	 Ces	 tumeurs	 sont	 en	 effet	 caractérisées	 par	 une	

néovascularisation	 tortueuse	 et	 hétérogène,	 une	 pression	 interstitielle	 importante	 et	 une	

viscosité	élevée	du	sang.	Ces	particularités	des	 tissus	 cancéreux	ainsi	que	 le	poids	moléculaire	

important	 des	 AcM	 (environ	 150	 kDa)	 sont	 un	 frein	 à	 une	 occupation	 optimale	 des	 sites	

antigéniques	tumoraux	[109].	

	 La	pharmacocinétique	des	AcM	peut	également	être	défavorable	pour	certaines	applications.	

Ces	protéines	ont	une	demi-vie	sérique	conséquente	(21	jours	pour	les	IgG)	du	fait	de	l’absence	

d’élimination	 rénale	 et	 du	 recyclage	 permis	 par	 les	 récepteurs	 FcRn	 (Neo-natal	 Fc	 receptor)	

[110].	 La	 persistance	 des	 AcM	 dans	 la	 circulation	 peut	 être	 une	 limitation	 pour	 certaines	

modalités	 d’imagerie	 nécessitant	 une	 clairance	 sanguine	 rapide	 afin	 d’obtenir	 un	 contraste	

suffisant	pour	l’analyse.	Le	même	problème	peut	se	poser	pour	la	RIT	(Radio	immuno-thérapie)	

pour	laquelle	cette	rétention	dans	le	compartiment	sanguin	peut	aboutir	à	l’irradiation	de	tissus	

sains.		
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	 Une	autre	limitation	est	d’ordre	économique.	Les	coûts	de	développement	d’un	AcM	pour	la	

clinique	 sont	 en	 effet	 conséquents.	 Les	 étapes	 de	 production	 peuvent	 également	 se	 révéler	

couteuses.	 Les	 AcM	 sont	 des	 protéines	 complexes,	 multimériques,	 présentant	 de	 nombreux	

ponts	disulfures	ainsi	que	des	modifications	post-traductionnelles	comme	des	glycosylations.	La	

production	 en	 laboratoire	 d’AcM	 fonctionnels	 nécessite	 l’utilisation	 de	 systèmes	 d’expression	

eucaryotes	 couteux	 et	 sophistiqués.	 Les	 quantités	 importantes	 d’AcM	 requises	 dans	 le	 cadre	

thérapeutique	peuvent	également	constituer	un	 frein	économique	à	une	utilisation	généralisée	

de	ces	molécules.	Dans	le	cas	du	daratumumab	par	exemple,	la	dose	recommandée	est	de	16	mg	

par	 kg	 de	 masse	 corporelle	 soit	 plus	 d’un	 gramme	 d’anticorps	 pour	 un	 patient	 de	 70	 kg.	

Conjuguée	à	une	fréquence	d’injection	hebdomadaire	en	début	de	traitement	puis	mensuelle,	la	

quantité	d’anticorps	nécessaire	pour	ce	genre	de	thérapie	va	donc	être	non	négligeable	[111].			

	

	 Afin	de	surmonter	ces	limitations,	de	nombreux	groupes	de	recherche	se	sont	intéressés	au	

développement	 d’alternatives	 à	 l’utilisation	 d’AcM	 entiers.	 L’une	 des	 premières	 alternatives	

proposées	a	été	l’utilisation	de	fragments	d’anticorps.		

	

	

B-Les	fragments	d’anticorps		
	

	 Les	 fragments	 d’anticorps,	 bien	 qu’étant	 généralement	 dépourvus	 de	 leur	 fonction	

d’effecteur,	présentent	une	alternative	intéressante	aux	anticorps	entiers	notamment	du	fait	de	

leur	plus	petite	 taille	 favorisant	une	meilleure	pénétration	 tissulaire	 et	une	 clairance	 sanguine	

plus	rapide	[112].	Différents	types	de	fragments	ont	été	produits	et	ont	fait	l’objet	de	recherches		

(cf.	figure	15)	[113].		

	

	 Les	premiers	 fragments	générés	ont	été	obtenus	par	digestion	protéolytique	d’AcM	entiers	

permettant	l’obtention	de	Fab/Fab’	(55	kDa)	et	de	F(ab’)2	(110	kDa).	Ces	fragments	conservent	

les	 propriétés	 de	 ciblage	 de	 l’anticorps	 dont	 ils	 sont	 issus	 tout	 en	 présentant	 une	

pharmacocinétique	 différente	 caractérisée	 par	 une	 clairance	 sanguine	 plus	 rapide	 notamment	

pour	le	fragment	Fab/Fab’,	éliminé	par	filtration	glomérulaire	[114],	[115].	Différents	fragments	

d’anticorps	 ont	 ainsi	 été	 développés	 pour	 le	 diagnostic	 (cf.	 tableau	 3).	 L’un	 des	 premiers	

représentants	de	cette	famille	est	l’arcitumomab,	un	fragment	Fab’	qui	a	été	couplé	au	99mTc	pour	

des	applications	d’imagerie	chez	des	patients	atteints	de	cancers	colorectaux	[116].	Néanmoins,	

un	inconvénient	de	ce	genre	de	format	est	sa	monovalence	(le	Fab’	possède	un	seul	paratope)	qui	

va	réduire	son	avidité	et	donc	sa	fixation	sur	les	antigènes	tumoraux	[117].	La	production	de	ce	

genre	de	vecteur	par	voie	enzymatique	nécessite,	de	plus,	des	quantités	 importantes	d’AcM,	ce	

qui	peut	constituer	un	frein	à	leur	utilisation.		
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aux	anticorps	conventionnels.	Leur	relative	simplicité	structurale	est	aussi	un	atout	puisqu’elle	

favorise	leur	déclinaison	sous	forme	de	multimères	homo	ou	hétérospécifiques	[126],	[127].	Les	

Nb	sont	aussi	très	stables	et	capables	de	résister	à	des	conditions	physicochimiques	extrêmes	ce	

qui	peut	 favoriser	 certaines	applications	de	 couplage	du	Nb	avec	un	 radionucléide	ou	d’autres	

composés	 [128].	Enfin,	 leur	 ressemblance	avec	 les	domaines	VH	limite	 leur	 immunogénicité,	 ce	

qui	facilite	leur	utilisation	en	santé	humaine	[126].		

	

	 Ces	 différentes	 caractéristiques	 des	 Nb	 leur	 confèrent	 des	 propriétés	 pharmacocinétiques	

particulièrement	 intéressantes	pour	 l’imagerie	nucléaire	 [129].	Différentes	 études	précliniques	

basées	 sur	 l’utilisation	 de	 modèles	 murins	 xénogreffés	 ont	 pu	 démontrer	 la	 pertinence	 de	

l’utilisation	de	Nb	pour	le	ciblage	des	cellules	tumorales	[130]–[132].	De	nombreux	travaux	ont	

notamment	 été	 menés	 autour	 de	 HER-2,	 une	 protéine	 surexprimée	 dans	 les	 cancers	 du	 sein,	

gastriques	 et	 ovariens	 [133],	 [134].	Un	Nb	anti-HER2	a	notamment	 été	 évalué	dans	une	étude	

d’imagerie	de	phase	I	chez	des	patients	atteints	de	cancers	du	sein	[135].	Le	vecteur	s’est	avéré	

sûr,	avec	une	clairance	rapide	résultant	en	une	demi-vie	courte	d’environ	une	heure.	Les	données	

de	biodistribution	se	sont	avérées	 favorables.	On	constate	en	effet	une	accumulation	maximale	

dans	les	organes	d’élimination	comme	les	reins	ou	le	foie	mais	un	très	faible	bruit	de	fond	dans	

les	 autres	 organes	 susceptibles	 d’abriter	 un	 foyer	 tumoral	 primaire	 ou	 secondaire.		

L’accumulation	du	traceur	dans	les	métastases	HER-2	positives	est	importante	et	permet	de	les	

discriminer	facilement	du	tissu	environnant.	Une	étude	de	phase	II	devrait	venir	compléter	ces	

informations.		

Ces	différents	travaux	et	notamment	les	résultats	de	l’étude	clinique	de	phase	I	suggèrent	donc	

que	 les	 Nb	 sont	 des	 outils	 tout	 à	 fait	 pertinents	 dans	 le	 cadre	 de	 l’imagerie	 nucléaire	 en	

oncologie.				

	

	

D-Les	alternatives	aux	anticorps	
	

	 Le	système	immunitaire	n’est	pas	la	seule	source	de	molécules	présentant	des	propriétés	de	

reconnaissance	 protéique	 spécifique.	 Au	 cours	 des	 trente	 dernières	 années,	 le	 développement	

des	 banques	 combinatoires	 ainsi	 que	 des	 techniques	 de	 sélection	 in	 vitro	 ont	 donné	 aux	

chercheurs	 la	 possibilité	 d’isoler	 de	 nouvelles	molécules	 d’affinité	 tout	 en	 s’affranchissant	 des	

protocoles	 d’immunisation	 et	 de	 création	 d’hybridomes	 indispensables	 à	 la	 production	

d’anticorps.	Ces	progrès	majeurs	ont	permis	l’émergence	de	nouvelles	charpentes	protéiques	ou	

«	scaffolds	»	 possédant	 des	 capacités	 de	 liaison	 à	 une	 cible	 comparables	 à	 celles	 de	 la	 partie	

variable	 des	 	 anticorps	 [136].	 Le	 but	 recherché	 est	 de	 combiner	 les	 propriétés	 d’affinité	 des	

anticorps	avec	une	charpente	protéique	plus	simple,	stable	et	permettant	l’utilisation	de	moyens	

de	 production	 plus	 aisés	 et	 moins	 couteux.	 De	 manière	 générale,	 les	 charpentes	 protéiques	

candidates	 seront	 préférentiellement	 de	 petite	 taille	 et	 composées	 d’une	 simple	 chaine	

polypeptidique.	L’absence	de	résidus	cystéines	dans	 la	 séquence	sera	aussi	un	critère	de	choix	
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rendant	la	molécule	utilisable	pour	des	applications	intracellulaires	et	autorisant	des	protocoles	

de	marquage	spécifique	par	ajout	d’un	résidu	cystéine	unique.	De	nombreuses	protéines	sont	en	

théorie	 susceptibles	 de	 servir	 de	 plate-forme,	 c’est-à-dire	 qu’elles	 posséderaient	 un	 squelette	

polypeptidique	 pouvant	 être	 modifié	 sans	 que	 leur	 intégrité	 structurale	 globale	 ni	 leur	

comportement	physicochimique	ne	soient	altérés.	Actuellement,	on	dénombre	plus	de	50	types	

différents	de	protéines	d’affinité	non	 issues	des	 immunoglobulines	qui	ont	été	décrites	comme	

alternatives	 aux	 anticorps	 [138],	 [139].	 Trois	 de	 ces	 charpentes	 protéiques,	 les	 Affibodies,	 les	

DARPins	et	les	αReps	sont	décrites	à	titre	d’exemple	dans	les	paragraphes	suivants.	

	

	

	 a-Diversité	et	sélection		

	

	 En	matière	d‘ingénierie	des	protéines,	deux	grands	concepts	vont	s’opposer	ou	au	contraire	

se	complémenter	:	la	conception	rationnelle	et	l’évolution	dirigée	[140],	[141]	(cf.	figure	17).	La	

conception	 rationnelle	 est	 basée	 sur	 une	 connaissance	 approfondie	 de	 la	 structure	 et	 de	 la	

fonction	d’une	protéine.	Le	but	est	de	 faire	adopter	par	 la	protéine	choisie	une	caractéristique	

désirée	 en	 modifiant	 spécifiquement	 certains	 résidus	 par	 mutagenèse	 dirigée.	 Cependant,	 les	

protéines	 sont	 des	macromolécules	 complexes	 et	 de	 telles	 approches	 se	 révèlent	 souvent	 non	

satisfaisantes	du	 fait	de	notre	connaissance	 limitée	des	relations	entre	 la	séquence	primaire	et	

son	repliement	qui	est	support	de	sa	fonction.	Une	alternative	à	la	conception	rationnelle	est	de	

mimer	 l’évolution	 naturelle	 en	 laboratoire	 de	 manière	 accélérée.	 Dans	 cette	 approche	

d’évolution	dirigée,	un	gène	codant	pour	une	protéine	donnée	est	soumis	à	de	nombreux	cycles	

de	mutations	aléatoires	générant	de	nombreux	variants.	Des	étapes	de	sélection	et	de	criblage	

permettent	 ensuite	 d’isoler	 des	 variants	 d’intérêt	 pour	 l’application	 souhaitée.	 Une	 des	

limitations	de	cette	 technique	est	 le	nombre	 très	élevé	de	variants	générés	pour	un	 très	 faible	

nombre	de	variants	présentant	la	caractéristique	recherchée.	La	phase	de	criblage	peut	donc	être	

longue	et	couteuse.			

	 Les	 limites	 inhérentes	 à	 ces	deux	 grands	 concepts	 ont	poussé	 les	 chercheurs	 à	développer	

des	 approches	 combinées	 «	semi-rationnelles	»	 [142].	 Dans	 ces	 approches,	 les	 étapes	 de	

mutagénèse	portent	non	pas	sur	l’intégralité	de	la	séquence	mais	sur	certaines	régions	connues	

dont	 la	 modification	 est	 plus	 susceptible	 d’apporter	 un	 avantage,	 telle	 que	 la	 région	 de	

reconnaissance	 du	 ligand	 naturel.	 Différentes	 méthodes	 ont	 été	 développées	 autour	 de	 cette	

approche.	 Elles	 sont	 basées	 sur	 la	 création	 de	 banques	 par	 randomisation	 de	 positions	

peptidiques	particulières	intervenant	généralement	dans	les	interactions	protéine-protéine.	Des	

approches	de	sélection	permettent	ensuite	l’enrichissement	de	la	banque	en	séquences	d’intérêt	

codant	pour	des	protéines	possédant	la	propriété	souhaitée.		
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nécessite	ensuite	l’emploi	de	techniques	d’exposition	afin	de	sélectionner	des	variants	d’intérêts	

[149],	 [150].	 Un	 des	 grands	 avantages	 de	 ces	 protéines	 est	 qu’il	 est	 possible	 de	 les	 produire	

efficacement	 par	 expression	 recombinante	 dans	 des	 bactéries,	 des	 cellules	 eucaryotes	 ou	 par	

synthèse	chimique.	Ces	molécules	montrent	de	plus	une	très	grande	stabilité	dans	des	conditions	

extrêmes	de	température	ou	de	pH	malgré	leur	faible	poids	moléculaire	(environ	6	kDa)	[151].		

	

	 De	 nombreux	 Affibodies	 ont	 été	 générés	 permettant	 le	 ciblage	 spécifique	 de	 différentes	

protéines	 (insuline,	 fibrinogène,	 transferrine,	 TNF-α…)	 avec	 des	 affinités	 allant	 du	 µM	 au	 pM	

[152].	 La	 pertinence	 de	 l’utilisation	 des	 Affibodies	 a	 été	 démontrée	 dans	 de	 nombreuses	

applications	 comme	 la	 bioséparation	 par	 affinité,	 l’inhibition	 de	 liaisons	 protéine-protéine,	 la	

détermination	de	structures,	la	purification	à	l’aide	d’étiquettes	et	le	ciblage	de	tissus	tumoraux	

[153].		

	

	 De	nombreuses	études	précliniques	ont	également	souligné	la	pertinence	de	l’utilisation	des	

Affibodies	pour	le	diagnostic	[154]–[156].	L’	Affibody	(ZHER2	:342)	dirigé	contre	le	récepteur	HER-2	

a	 ainsi	 été	 directement	 comparé	 à	 un	 AcM	 équivalent,	 le	 Trastuzumab	 (Herceptin®),	 pour	

l’imagerie	 de	 tumeurs	 HER2	 positives	 dans	 un	 modèle	 murin	 de	 xénogreffe	 [157].	 Dans	 ce	

modèle,	 les	 images	TEP	obtenues	avec	 l’Affibody	présentaient	un	meilleur	contraste	que	celles	

obtenues	 avec	 l’AcM	 tout	 en	 nécessitant	 une	 durée	 d’attente	 moindre	 entre	 l’injection	 et	

l’acquisition.	 L’étude	 de	 biodistribution	 a	 permis	 d’expliquer	 ces	 résultats	 par	 un	 ratio	

tumeur/organe	favorable	à	l’Affibody	en	relation	avec	la	clairance	plus	rapide	de	cette	charpente	

dans	le	compartiment	sanguin	et	dans	les	organes	sains.		

En	 clinique,	 un	 Affibody	 anti-HER-2	 radiomarqué	 au	 68Ga	 a	 été	 testé	 pour	 le	 phénotypage	

métastatique	de	patients	présentant	des	cancers	du	sein	[158].		Les	résultats	obtenus	ont	permis	

de	 valider	 l’utilisation	 de	 ce	 genre	 de	 charpente	 en	 imagerie	 TEP	 tout	 en	 soulignant	 son	 rôle	

théranostique.			

	

	

	 	 b-2-Les	protéines	d’affinité	artificielle	à	motif	répété	
	

	 La	 classe	 des	 protéines	 d’affinité	 artificielle	 à	 motifs	 répétés	 est	 composée	 de	 différents	

membres	 dont	 la	 structure	 repose	 sur	 l’agencement	 de	 séquences	 protéiques	 homologues	

agencées	 entre	 elles	 selon	 un	 nombre	 de	 répétitions	 variable.	 Afin	 de	 générer	 ces	 nouvelles	

ossatures	 peptidiques,	 les	 chercheurs	 se	 sont	 inspirés	 de	 motifs	 répétés	 retrouvés	 dans	

différents	 types	de	protéines	 et	 généralement	 impliquées	dans	des	phénomènes	d’interactions	

protéine-protéine.	 On	 peut	 citer	 parmi	 ces	 motifs	 les	 répétitions	 ankyrines,	 les	

tétratricopeptides,	les	leucine	rich	repeats,	les	armadillo	repeats	ou	bien	les	HEAT	repeats	[159].	

Les	 paragraphes	 suivants	 se	 proposent	 de	 revenir	 sur	 deux	 exemples	 de	 protéines	 d’affinité	

artificielles	à	motifs	répétés	:	les	DARpins	et	les	αReps.	
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agents	 chaotropiques	 et	 au	 processus	 d’ébullition	 [165].	 Un	 autre	 avantage	 de	 ces	 protéines	

d’affinité	va	résider	dans	la	facilité	de	leur	production	en	système	d’expression	procaryote	avec	

des	rendements	de	production	pouvant	atteindre	200mg	de	protéine	par	litre	de	culture	[162].	

Les	 DARPins	 ont	 également	 prouvé	 leur	 polyvalence	 en	 étant	 employés	 avec	 succès	 dans	

différentes	 applications	 de	 biologie.	 On	 peut	 notamment	 citer	 l’inhibition	 d’enzymes,	

l’immunohistochimie,	les	biocapteurs	et	le	ciblage	tumoral	[164].	

	

	 En	 oncologie,	 différents	 DARPins	 ont	 été	 développés	 contre	 des	 antigènes	 associés	 aux	

tumeurs	 tels	 qu’EpCAM	 (epithelial	 cell	 adhesion	 molecule),	 l’EGFR	 (epidermal	 growth	 factor	

receptor),	 HER2,	 VEGF	 et	 HGF	 (hepatocyte	 growth	 factor)	 [164].	 Des	 recherches	 précliniques	

autour	 de	 l’utilisation	 de	 cette	 charpente	 pour	 le	 diagnostic	 ont	 également	 été	 menées	

notamment	 en	 ciblant	 la	 protéine	 HER-2	 [166],	 [167].	 Comme	 pour	 des	 charpentes	 de	 poids	

moléculaire	 équivalent,	 la	 pharmacocinétique	 des	 DARPins	 est	 caractérisée	 par	 une	 clairance	

sanguine	 rapide	 liée	 à	 l’élimination	 rénale	 conjuguée	 à	 une	 bonne	 pénétration	 au	 sein	 de	 la	

masse	 tumorale.	 On	 retrouve	 donc	 dans	 les	 études	 de	 biodistribution	 des	 ratios	

tumeurs/organes	 ou	 tumeurs/sang	 élevés	 favorisant	 l’obtention	 d’images	 de	 TEMP	

(Tomographie	par	émission	monophotonique)	ou	de	TEP	présentant	un	bon	contraste	[168].		Les	

DARPins	n’ont	pas	encore	fait	l’objet	d’études	cliniques	pour	le	diagnostic.		

	

	

	 	 	 b-2.2	Les	αReps	
	

	 Les	 α Reps	 (Artificial	 Alpha-helicoïdal	 Repeat	 Proteins)	 représentent	 une	 classe	 de	

charpente	 protéique	 artificielle	 basée	 sur	 la	 structure	 des	 protéines	 à	 répétition	 HEAT.	 Ces	

motifs,	 formés	de	37	à	47	a.a,	 sont	 structurés	en	deux	hélices	α	 antiparallèles	 reliées	par	une	

boucle	 courte	 et	 sont	 retrouvés	 en	 agencement	 répété	 d’une	 longueur	 variable	 chez	 de	

nombreuses	protéines	aussi	bien	eucaryotes	que	procaryotes.	Les	 fonctions	biologiques	de	ces	

protéines	 sont	 diverses	 mais	 il	 apparaît	 que	 les	 répétitions	 HEAT	 sont	 impliquées	

majoritairement	 dans	 des	 processus	 d’interactions	 protéine-protéine	 [169].	 	 Cette	 ossature	

particulière	a	servi	d’inspiration	à	la	création	des	αReps.	L’identification	d’une	séquence	HEAT	

consensus	 ainsi	 que	 la	 détermination	 de	 séquences	 appropriées	 pour	 les	 	 modules	 de	 coiffe	

situés	 en	N	 et	 C	 terminal	 des	motifs	 répétés	 a	 permis	 l’émergence	 de	 cette	 nouvelle	 classe	 de	

protéines	 d’affinité	 artificielle	 (cf.	 figure	 20).	 Les	 premiers	 travaux	 réalisés	 autour	 de	 cette	

ossature	 ont	 mis	 en	 évidence	 les	 caractéristiques	 favorables	 des	 αReps	 qui	 peuvent	 être	

exprimées	 à	un	 taux	 important	 en	 système	d’expression	procaryote	 tout	 en	ne	présentant	pas	

d’anomalie	structurelle	consécutive	à	un	mauvais	repliement.	Ces	protéines	sont	également	très	

stables	puisque	les	températures	de	fusion	mesurées	vont	de	70°C	(structure	à	un	motif	répété)	

à	 plus	 de	 90°C	 (structure	 à	 6	 motifs	 répétés)	 [170].	 Des	 études	 ultérieures	 ont	 permis	 de	

démontrer	 la	 versatilité	 de	 ce	 vecteur	 en	 sélectionnant,	 par	 évolution	 dirigée,	 différentes	
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	 L’étude	 cristallographique	 des	 complexes	 Sac7d/ADN	 a	 permis	 de	 mieux	 comprendre	

l’architecture	du	site	de	liaison	à	l’ADN.		Il	a	ainsi	été	établi	que	14	résidus	aminés	localisés	dans	

les	segments	β		étaient	impliqués	dans	l’interaction	avec	l’ADN	[179],	[181].		

	 Des	 travaux	 menés	 par	 le	 groupe	 de	 Frédéric	 Pecorari	 ont	 permis	 de	 montrer	 que	 la	

sélectivité	de	Sac7d	pour	l’ADN	pouvait	être	modifiée	par	mutagénèse	aléatoire	de	ces	14	résidus	

[182].	Ces	modifications	rendent	possible	le	développement	de	protéines	possédant	la	charpente	

peptidique	de	Sac7d	tout	en	présentant	une	sélectivité	différente	[183],	[184].	Des	stratégies	de	

sélection	 permettent	 d’orienter	 la	 sélectivité	 de	 la	 protéine	 vers	 une	 cible	 d’intérêt	 pour	

l’expérimentateur.	 Il	 a	 également	 été	 montré	 que	 ces	 changements	 n’entrainaient	 pas	

d’altération	des	propriétés	biophysiques	de	 la	protéine	malgré	 le	 taux	 important	de	mutations	

que	supporte	 la	séquence	(plus	de	21%	des	résidus	aminés	de	 la	séquence	originelle	de	Sac7d	

sont	modifiés).	Ces	résultats	ont	permis	de	valider	l’utilisation	de	ces	protéines	archéales	comme	

charpentes	 pouvant	 supporter	 la	 création	 de	 nouvelles	 protéines	 d’affinité	 logiquement	

nommées	Affitines,	pour	«	artificial	affinity	proteins	».	

	 Plus	 récemment,	 des	 travaux	 portant	 sur	 la	 protéine	 Sso7d,	 un	 homologue	 de	 Sac7d,	 ont	

abouti	à	la	génération	d’Affitines	présentant	des	propriétés	de	stabilité	plus	élevées	[185],	[186].	

Une	 autre	 étude	 menée	 au	 sein	 du	 groupe	 de	 Frédéric	 Pecorari	 et	 visant	 à	 caractériser	 les	

protéines	 de	 la	 famille	 Sul7d	 [187]	 a	 également	 permis	 d’identifier	 la	 protéine	 Aho7c	 comme	

étant	 celle	 présentant	 la	 plus	 petite	 taille	 (60	 acides	 aminés)	 tout	 en	 conservant	 une	 stabilité	

thermique	 (Tm	 =	 96.8°C)	 et	 chimique	 (pH	 0	 à	 13)	 remarquablement	 élevée.	 Aho7c	 a	 permis	

d’obtenir	des	Affitines	dirigées	contre	EpCAM	avec	une	affinité	de	110	pM	[188].	

	 Les	travaux	pionniers	du	groupe	autour	de	Sac7d	ont	inspiré	d’autres	équipes	pour	générer	

des	 protéines	 d’affinité,	 notamment	 à	 partir	 de	 Sso7d.	 L’obtention	 d’Affitines	 spécifiques	 de	

cibles	de	nature	différente	(fluorescéine,	β-caténine,	lysozyme	de	blanc	d’œuf,	streptavidine,	IgG	

murines,	 IgY	 de	 poulet,	 IgG	 humaines,	 virus	 de	 plante	 [189]–[192])	 ainsi	 que	 la	 diversité	 des	

stratégies	 de	 sélection	 employées	 (exposition	 sur	 levure,	 exposition	 sur	 phages	 [191],	 [193])	

démontrent	la	robustesse	et	la	flexibilité	de	cette	technologie	comme	le	souligne	également	son	

adoption	par	différents	groupes	de	recherche.	

	

	

B-Génération	de	banques	et	sélection	des	Affitines	d’intérêt		
	

	 La	première	étape	nécessaire	à	 l’obtention	d’Affitines	dirigées	 contre	une	cible	particulière	

est	 la	 génération	de	banques	de	 séquences.	Cette	 étape	est	 réalisée	 in	vitro	 par	 randomisation	

des	 14	positions	 d’acides	 aminés	 intervenant	 dans	 la	 liaison	de	 Sac7d	 à	 l’ADN.	 La	 très	 grande	

diversité	 ainsi	 obtenue	 (supérieure	 à	 1012	 séquences)	 doit	 permettre	 d’obtenir	 des	 variants	

présentant	 la	 spécificité	 de	 liaison	 recherchée.	 Une	 étape	 de	 sélection	 est	 ensuite	menée	 afin	

d’isoler	les	Affitines	monoclonales	d’intérêt.		
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	 La	 sélection	 d’Affitines	 spécifiques	 d’une	 cible	 particulière	 est	 basée	 sur	 l’utilisation	 du	

système	 de	 ribosome	 display	 [146],	 [194],	 [195]	 (cf.	 figure	 23).	 Les	 banques	 de	 séquences	

générées	 précédemment	 sont	 transcrites	 puis	 traduites	 selon	 un	 protocole	 précis	 (voir	

partie	«	Matériels	 et	 méthodes	»).	 L’étape	 de	 traduction	 permet	 la	 formation	 de	 complexes	

ternaires	 formés	 par	 l’association	 de	 la	 séquence	 ARNm,	 du	 ribosome	 et	 de	 la	 protéine.	 Cette	

étape	constitue	le	«	cœur	»	de	la	stratégie	de	ribosome	display	puisqu’elle	permet	d’associer	au	

sein	 d’une	 même	 structure	 le	 phénotype	 et	 le	 génotype	 de	 la	 protéine.	 	 Elle	 offre	 donc	 la	

possibilité	de	sélectionner	des	protéines	candidates	selon	la	propriété	biologique	recherchée	par	

l’expérimentateur	 tout	 en	 donnant	 accès	 à	 la	 séquence	 nucléotidique	 associée.	 Les	 complexes	

ternaires	sont	ensuite	mis	en	contact	avec	la	molécule	cible	préalablement	immobilisée	sur	une	

surface	solide.	Les	trimères	présentant	une	affinité	faible	ou	nulle	pour	la	cible	sont	éliminés	par	

lavage.	 Les	 ARNm	 des	 complexes	 ternaires	 liés	 à	 la	 cible	 sont	 quant	 à	 eux	 récupérés	 par	 un	

processus	 d’élution,	 rétro-transcrit	 puis	 amplifiés	 par	 PCR.	 L’ADN	 ainsi	 obtenu	 constitue	 une	

nouvelle	banque,	différente	de	la	banque	d’origine	dont	il	est	issu	du	fait	de	son	contact	avec	la	

cible	d’intérêt.	Cette	banque	d’ADN	peut	être	réutilisée	pour	un	nouveau	cycle	de	sélection	par	

ribosome	display.	Au	fur	et	à	mesure	des	cycles,	 la	banque	s’enrichit	en	séquences	codant	pour	

des	Affitines	présentant	la	particularité	recherchée.	Les	différents	travaux	expérimentaux	menés	

autour	de	cette	approche	ont	montré	que	trois	à	cinq	tours	de	sélection	étaient	nécessaires	pour	

obtenir	 un	 enrichissement	 suffisant	 en	 séquences	 d’intérêt.	 A	 l’issue	 de	 l’étape	 de	 ribosome	

display,	des	étapes	de	criblage	permettent	d’identifier	et	d’isoler	les	meilleurs	candidats.		

	

	 Cette	 approche	 a	 permis	 d’isoler	 et	 de	 caractériser	 des	Affitines	 présentant	 une	 spécificité	

pour	des	cibles	variées	telles	que	des	protéines	bactériennes	(PulD,	PulG	[182],	[196]),	animales	

(lyzozyme	[184],	[197])	et	humaines	(IgG,	CD138,	EpCAM	[188],	[198],	[199]).	La	caractérisation	

de	ces	nouvelles	protéines	d’affinité	a	permis	de	démontrer	une	conservation	des	propriétés	de	

stabilité	 thermique	 et	 chimique	 héritées	 de	 la	 protéine	 archéale	 d’origine	 Sac7d.	 Les	 valeurs	

d’affinité	mesurées	 par	 résonnance	 plasmonique	 de	 surface	 (SPR)	 se	 sont	 également	 révélées	

très	 satisfaisantes	 avec	 des	 constantes	 de	 dissociation	 à	 l’équilibre	 pouvant	 atteindre	 le	 sous-

nanomolaire	[182],	[188].	Le	taux	de	production	élevé	des	Affitines	chez	E.coli	(de	10	à	100	mg	

par	 litre	 de	 culture)	 permet	 aussi	 l’obtention	 de	 grandes	 quantités	 de	 protéines	 de	 manière	

relativement	aisée	et	pour	un	coût	restreint.	
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	 a-Les	inhibiteurs	in	cellulo	

	

	 Une	 des	 premières	 études	 consacrées	 au	 développement	 d’Affitines	 a	 permis	 d’isoler	 des	

variants	 reconnaissant	 spécifiquement	 le	 domaine	N-terminal	 de	 la	 protéine	 bactérienne	PulD	

[182].	 PulD	 est	 une	 secrétine	 impliquée	 dans	 le	 système	 de	 sécrétion	 de	 type	 II	 de	Klebsiella	

oxytoca,	 une	 bactérie	 gram	 négative.	 Ce	 système	 est	 notamment	 composé	 d’un	 canal	 de	

translocation	 localisé	 dans	 la	 membrane	 externe	 et	 formé	 de	 8	 monomères	 de	 PulD.	 Ces	

monomères	 s’associent	 via	 leur	 partie	 C-terminale	 laissant	 ainsi	 libre	 la	 partie	 N-terminale	

(nommée	PulD-N).	Plusieurs	variants	d’Affitines	spécifiques	de	cette	partie	N-terminale	ont	ainsi	

été	sélectionnés	par	ribosome	display.	La	caractérisation	de	ces	variants	a	permis	de	mettre	en	

évidence	leur	forte	stabilité	thermique,	des	affinités	atteignant	la	centaine	de	picomolaires	et	une	

forte	spécificité	pour	leur	cible.		

	 Il	a	également	été	montré	que	la	fixation	de	certains	variants	d’Affitines	spécifiques	de	PulD-

N	était	 capable	de	prévenir	 la	multimérisation	des	monomères	de	PulD	et	 ainsi	d’empêcher	 la	

formation	du	 canal	de	 sécrétion	 in	cellulo.	 Cette	découverte	permet	d’envisager	une	utilisation	

des	Affitines	lors	d’expériences	de	knock-down.		

	

	 Lors	de	cette	étude,	certaines	expériences	ont	également	nécessité	 la	création	de	protéines	

de	fusion	Affitines-GFP	(green	fluorescent	protein)	ou	Affitines-PhoA	(phosphatase	alcaline).	Ces	

fusions	n’ont	pas	entrainé	de	perte	de	spécificité	de	 l’Affitine	et	ont	pu	être	utilisées	à	des	 fins	

d’immunolocalisation	[201].			

	

	

	 b-Les	inhibiteurs	in	vitro	

	

	 Des	 travaux	s’intéressant	à	 l’inhibition	spécifique	de	glycosidases	ont	également	été	menés	

par	le	groupe	de	Frédéric	Pecorari	[184].	L’inhibition	spécifique	de	ce	type	de	protéine	constitue	

en	 effet	un	 challenge	 car	des	 glycosidases	 avec	des	 fonctions	différentes	peuvent	partager	des	

mécanismes	enzymatiques	similaires	et	des	architectures	de	site	catalytique	proche.	Dans	cette	

étude,	 les	Affitines	 sont	proposées	 comme	alternative	aux	petits	 composés	 chimiques,	 souvent	

peu	spécifiques,	habituellement	utilisés	pour	l’inhibition	des	glycosidases.	Des	Affitines	ont	donc	

été	 sélectionnées	 contre	 CelD	 (une	 glycosidase	 présentant	 un	 mécanisme	 inverseur	 issue	 de	

Clostridium	thermocellum)	et	contre	 le	 lysozyme	de	blanc	d’œuf	(une	glycosidase	possédant	un	

mécanisme	rétenteur).	Deux	types	de	banques	combinatoires	ont	été	utilisés	dans	ces	travaux	:	

une	 première	 banque	 créée	 par	 randomisation	 de	 la	 séquence	 de	 Sac7d	 sur	 les	 positions	

impliquées	 dans	 la	 reconnaissance	 et	 une	 deuxième	 banque	 identique	 à	 la	 première	 dans	

laquelle	une	boucle	peptidique	initialement	présente	a	été	allongée.	L’extension	de	cette	boucle	

doit	 permettre	 d’obtenir	 des	 variants	 d’Affitines	 plus	 susceptibles	 de	 se	 lier	 à	 des	 épitopes	

concaves.	 La	 caractérisation	des	Affitines	 obtenues	 suite	 aux	 sélections	 a	 permis	 de	mettre	 en	

évidence	une	forte	affinité	pour	la	cible	et	une	absence	de	reconnaissance	croisée.	Leur	capacité	
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fluorescents	 spécifiques	d’une	 cible	particulière	 [202].	Afin	d’établir	 la	preuve	de	 concept,	une	

Affitine	spécifique	du	lysozyme	du	blanc	d’œuf	et	préalablement	caractérisée	a	été	utilisée.		Sur	

cette	Affitine,	les	résidus	hypervariables	ont	été	changés	en	cystéine	de	manière	individuelle	par	

mutagenèse	 dirigée.	 Les	 différents	 variants	 ainsi	 obtenus	 ont	 ensuite	 été	 couplés	 avec	 un	

fluorophore	présentant	une	fonction	thiol	puis	testés	afin	de	déterminer	leur	sensibilité	relative.	

Cette	dernière	va	reposer	à	la	fois	sur	leur	affinité	pour	l’antigène	et	sur	la	variation	du	signal	de	

fluorescence	 induit	 par	 la	 liaison	 à	 la	 cible.	 Cette	méthode	 a	 permis	 d’obtenir	 des	 biocapteurs	

fluorescents	 fonctionnels	 présentant	 un	 fort	 potentiel,	 ouvrant	 la	 voie	 à	 leur	 utilisation	 dans	

différentes	applications.		

	

	

	 d-Les	puces	à	protéines	

	

	 Les	 puces	 à	 protéines	 sont	 des	 outils	 analytiques	 puissants	 permettant	 de	 détecter	 des	

interactions	 moléculaires	 entre	 de	 nombreux	 partenaires.	 Les	 avantages	 apportés	 par	 cette	

technologie	 sont	 cruciaux	notamment	pour	 l’analyse	 à	haut	débit	de	protéomes.	Une	étape	 clé	

dans	la	conception	de	ce	genre	de	puce	réside	dans	l’immobilisation	des	protéines	de	capture	sur	

un	 support	 solide.	 Elle	 doit	 en	 effet	 permettre	 la	 fixation	 à	 haute	 densité	 des	 protéines	 au	

support	tout	en	préservant	leur	activité	biologique.	Des	travaux	basés	sur	l’utilisation	d’Affitines	

ont	été	menés	afin	d’explorer	leur	potentiel	dans	le	développement	de	puces	à	protéines	[203],	

[204].	Dans	ce	but,	différentes	stratégies	ont	été	explorées	afin	d’immobiliser	des	Affitines	sur	un	

support	solide	tout	en	préservant	leur	capacité	de	reconnaissance.	Ces	développements	doivent	

permettre	à	terme	de	s’affranchir	de	l’utilisation	d’anticorps	comme	protéines	de	capture	et	ainsi	

de	réduire	les	coûts	d’utilisation	de	cette	technologie.			

	

	 La	 première	 stratégie	 de	 fixation	 est	 basée	 sur	 la	 particularité	 que	 possèdent	 les	 Affitines	

produites	chez	E.	coli	de	posséder	une	étiquette	hexahistidine.	Celle-ci	permet	la	purification	des	

Affitines	 sur	 colonne	 d’affinité.	 L’étiquette	 peut	 également	 être	 utilisée	 afin	 d’immobiliser	 les	

Affitines	 sur	 une	 surface	 en	 verre	 recouverte	 par	 une	 couche	 de	 phosphonate	 de	 zirconium.	

L’ancrage	orienté	des	protéines	est	obtenu	en	utilisant	un	adaptateur	bifonctionnel.	Ce	dernier	

posséde	deux	acides	phosphoniques	capables	d’interagir	avec	la	monocouche	de	zirconium	ainsi	

qu’une	 ou	 deux	 unités	 NTA	 (acide	 nitrolotriacétique)	 permettant	 une	liaison	 réversible	 avec	

l’étiquette	 histidine	 des	 Affitines.	 Cette	 stratégie	 a	 permis	 d’obtenir	 des	 puces	 présentant	 une	

forte	densité	de	protéines	fonctionnelles	immobilisées.		

	

	 Une	 autre	 stratégie	 de	 fixation	 développée	 ultérieurement	 a	 permis	 de	 s’affranchir	 de	

l’adaptateur	 bifonctionnel	 en	 immobilisant	 les	Affitines	directement	 sur	 le	 support.	Dans	 cette	

approche,	une	étiquette	phosphorylable	(DSDSSSEDE)	est	ajoutée	en	C-terminale	de	la	séquence	

de	 l’Affitine.	 La	 phosphorylation	 in	 vitro	des	 quatre	 résidus	 sérine	 par	 la	 caséine	 kinase	 II	 va	

entrainer	la	création	d’un	nanocluster	de	phosphate	qui	va	permettre	l’immobilisation	orientée	
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et	 irréversible	 de	 l’Affitine	 à	 la	 surface	 du	 zirconium.	 La	 preuve	 de	 concept	 de	 cette	 nouvelle	

approche	a	été	réalisée	par	ajout	de	la	séquence	phosphorylable	sur	une	Affitine	anti-lysozyme	

de	 blanc	 d’œuf.	 La	 caractérisation	 des	 puces	 ainsi	 générées	 a	 permis	 de	 démontrer	 que	 ce	

système	 de	 fixation	 était	 valide	 et	 permettait	 l’immobilisation	 à	 haute	 densité	 de	 protéines	

fonctionnelles.	 L’utilisation	 de	 ces	 puces	 pour	 la	 capture	 de	 lysozyme	 en	 phase	 liquide	 a	

également	montré	une	efficacité	supérieure	à	celle	des	équivalents	commerciaux.		

	

	 Ces	 travaux,	 en	 plus	 du	 développement	 de	 moyens	 efficaces	 pour	 l’immobilisation	 de	

protéines,	 démontrent	 la	 robustesse	 des	 Affitines.	 L’utilisation	 répétée	 des	 puces	 a	 en	 effet	

montré	une	conservation	de	leur	fonctionnalité	malgré	le	passage	par	des	étapes	sèches,	fatales	à	

la	fonction	de	la	plupart	des	protéines,	pour	la	préparation	des	lames	de	verre	fonctionnalisées.	

Ces	 protéines	 d’affinité	 représentent	 donc	 une	 alternative	 totalement	 crédible	 aux	 anticorps	

pour	la	conception	de	ce	genre	d’outil.		

	

	

	 e-La	chromatographie	d’affinité		

	

	 La	 chromatographie	 d’affinité	 est	 une	 méthode	 de	 purification	 des	 protéines	 basée	 sur	

l’utilisation	 des	 interactions	 biologiques	 se	 produisant	 entre	 un	 ligand	 et	 son	 substrat.	 L’ajout	

d’étiquettes	 aux	 séquences	 protéiques	 a	 grandement	 contribué	 à	 la	 popularité	 de	 cette	

technique.	Cette	approche	peut	cependant	se	révéler	problématique	lorsque	les	modifications	de	

séquence	 à	 apporter	 pour	 étiqueter	 la	 protéine	 ne	 sont	 pas	 désirées	 (cas	 de	 molécules	

thérapeutiques	 par	 exemple)	 ou	 techniquement	 impossibles.	 Une	 stratégie	 permettant	 de	

surmonter	cet	obstacle	peut	alors	consister	en	l’utilisation	de	ligands	spécifiques	de	la	protéine	à	

purifier.	 La	 protéine	 A	 issue	 de	 Staphylococcus	 aureus	 est	 un	 exemple	 connu	 de	 ce	 genre	 de	

ligand.	 Sa	 spécificité	 naturelle	 pour	 les	 IgG	 humaines	 permet	 son	 utilisation	 en	 colonne	 de	

chromatographie	 d’affinité.	 Il	 n’est	 cependant	 pas	 toujours	 possible	 de	 disposer	 d’un	 ligand	

naturel	 spécifique	de	 la	protéine	d’intérêt	utilisable	 en	purification.	Une	 réponse	possible	 à	 ce	

genre	 de	 limitation	 est	 le	 développement	 de	 protéines	 d’affinité	 artificielles.	 Ces	 dernières	

doivent	répondre	à	différents	critères	afin	de	pouvoir	être	utilisées	pour	ce	genre	d’application.	

Idéalement,	la	protéine	choisie	devra	être	hautement	spécifique	de	sa	cible	et	facile	à	produire	en	

grande	 quantité.	 Elle	 devra	 de	 plus	 présenter	 une	 forte	 stabilité	 chimique	 afin	 de	 résister	 aux	

effets	des	solutions	de	lavage	et	d’élution	utilisées	lors	du	processus	de	purification.	Les	Affitines	

possédant	 ces	 différentes	 caractéristiques,	 leur	 utilisation	 comme	 ligands	 pour	 les	

chromatographies	d’affinité	a	été	explorée	[186].	A	cette	fin,	plusieurs	protéines	(Affitines	anti-

IgG	humaines,	anti-PulD	et	anti-lysozymes)	ont	été	 immobilisées	de	manière	covalente	sur	des	

colonnes	 d’agarose.	 Ces	 colonnes	 de	 spécificités	 différentes	 ont	 ensuite	 été	 testées	

expérimentalement	 pour	 la	 purification	 d’échantillons	 hétérogènes	 analogues	 à	 ceux	 obtenus	

lorsque	 la	protéine	 cible	est	produite	 chez	E.coli,	 par	des	 cellules	de	mammifères	ou	 issues	de	

fluides	d’ascite.	Les	résultats	obtenus	ont	montré	une	conservation	de	la	spécificité	et	de	l’affinité	
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Objectifs	de	la	thèse	
	
	
	
	 Le	 cancer	 est,	 dans	 les	 pays	 de	 l’OCDE,	 la	 seconde	 cause	 de	 décès	 après	 les	 pathologies	

cardiovasculaires.	 Le	 développement	 de	 nouvelles	 approches	 permettant	 d’améliorer	 la	

détection	et	 le	 suivi	des	patients	atteints	de	 cancer	 constitue	donc	un	enjeu	de	 santé	publique	

majeur.	Les	efforts	de	recherche	entrepris	en	ce	sens	par	 la	communauté	scientifique	ont	été	à	

l’origine	 de	 nombreuses	 avancées	 améliorant	 la	 compréhension	 du	 processus	 tumoral	 et	

permettant	l’émergence	de	stratégies	innovantes	pour	le	diagnostic,	la	stadification	et	la	thérapie	

des	cancers.		

	

	 Parmi	 ces	 innovations,	 le	 ciblage	 d’antigènes	 associés	 aux	 tumeurs	 s’est	 avéré	 être	 une	

stratégie	 prometteuse.	 L’utilisation	d’anticorps	monoclonaux	 ou	de	dérivés	 est	 un	domaine	 en	

forte	 expansion	 notamment	 en	 thérapie	 malgré	 de	 nombreuses	 limitations	 liées	 aux	

caractéristiques	intrinsèques	de	ces	vecteurs	et	aux	coûts	financiers	de	leur	développement.	Ces	

limitations	 et	 notamment	 celles	 concernant	 la	 pharmacocinétique	 sont	 d’autant	 plus	

contraignantes	 en	 imagerie	 nucléaire	 où	 elles	 constituent	 un	 frein	 majeur	 à	 une	 utilisation	

étendue	des	AcM.		

Le	paysage	actuel	de	l’imagerie	médicale	nucléaire	en	oncologie,	dominé	par	la	TEP	métabolique	

au	18F-FDG,	joue	également	en	défaveur	d’une	utilisation	plus	répandue	de	ces	vecteurs.		

L’exploration	 de	 charpentes	 alternatives	 combinant	 petite	 taille	 et	 propriétés	 anticorps-

mimétiques	 semble	 être	 une	 réponse	 possible	 à	 ces	 limites.	 Différentes	 études	 ont	 en	 effet	

démontré	le	bon	comportement	in	vivo	de	certains	vecteurs	comme	les	Affibodies	et	les	DARPins,	

les	 rendant	 compatibles	 avec	 des	 émetteurs	 β+	 à	 demi-vie	 courte.	 Les	 charpentes	 artificielles	

sont	 donc	 de	 premier	 intérêt	 pour	 le	 développement	 d’outils	 de	 diagnostic	 et	 de	 suivi	 non	

invasifs.		

	

	 Dans	 ce	 contexte	 d’élargissement	 de	 l’arsenal	 de	 charpentes	 alternatives,	 le	 groupe	 de	

Frédéric	 Pecorari	 a	 entrepris	 de	 développer	 une	 nouvelle	 classe	 de	 protéines	 d’affinité	

artificielles,	 les	 Affitines.	 Présentant	 un	 poids	 moléculaire	 très	 réduit	 (7-8	 kDa),	 ces	 petites	

protéines	 thermiquement	et	chimiquement	 très	stables	disposent	de	propriétés	d’affinité	et	de	

spécificité	 comparables	 à	 celles	 des	 anticorps.	 Un	 autre	 avantage	 remarquable	 de	 ce	 genre	 de	

charpente	consiste	en	la	possibilité	de	générer	des	Affitines	par	un	système	entièrement	in	vitro	

contre	une	cible	préalablement	choisie	par	l’expérimentateur.	De	nombreuses	Affitines	ont	ainsi	

été	générées	contre	des	cibles	variées	et	notamment	contre	CD138,	un	antigène	surexprimé	par	

les	plasmocytes	malins.		

	

	 Dans	 le	 cadre	 de	mon	 doctorat,	 nous	 avons	 choisi	 de	 prolonger	 ces	 travaux	 de	 recherche	

autour	 des	 Affitines	 en	 les	 inscrivant	 dans	 la	 thématique	 de	 développement	 de	 l’imagerie	
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phénotypique	du	MM	portée	par	l’équipe	du	Prof.	Michel	Chérel.	De	nombreuses	études	réalisées	

au	 sein	 de	 cette	 équipe	 ont	 en	 effet	 souligné	 la	 pertinence	 de	 l’utilisation	 d’immunoconjugués	

pour	 l’imagerie	 TEP	 du	 MM.	 Nous	 souhaitions	 donc,	 avec	 ce	 projet,	 poursuivre	 sur	 cette	

thématique	 de	 l’imagerie	 phénotypique	 du	MM	 en	 investiguant	 le	 potentiel	 des	 Affitines	 dans	

cette	 approche.	 Nous	 avons	 choisi	 comme	 biomarqueur	 d’intérêt	 le	 CD38,	 une	 glycoprotéine	

surexprimée	 par	 les	 plasmocytes	 malins	 et	 dont	 la	 pertinence	 pour	 le	 ciblage	 du	 MM	 a	 été	

démontrée	dans	de	nombreux	protocoles	précliniques	et	cliniques.		

	

Nous	avons	donc	émis	 l’hypothèse	que	 l’utilisation	des	Affitines	pouvait	présenter	un	avantage	

qualitatif	 pour	 la	 vectorisation	 de	 radionucléides	 par	 rapport	 à	 l’utilisation	 d’anticorps	 ou	 de	

traceurs	 métaboliques	 conventionnels.	 Le	 travail	 à	 effectuer	 afin	 d’apporter	 des	 éléments	 de	

réponse	 à	 cette	 hypothèse	 a	 été	 décomposé	 en	 deux	 grandes	 parties	 jalonnées	 par	 plusieurs	

étapes	:	

	

	

Partie	I-Développement	d’Affitins	anti-CD38.	Etapes	principales	:	

	 	 1	-	Produire	la	protéine	CD38	recombinante		

	 	 2	–	Générer	des	Affitines	anti-CD38	par	la	technique	du	Ribosome	Display	

	 	 3	–	Cribler	la	sélection	d’Affitines	anti-CD38	afin	d’isoler	des	variants	d’intérêt	

	 	 4	–	Caractériser	les	variants	d’intérêt	

	 	 5	–	Radiomarquer	la	ou	les	molécules	candidates	et	valider	la	conservation	de	leur		

	 	 affinité	et	spécificité	après	marquage			

	 	 6	–	Réaliser	des	études	de	biodistribution	de	l’Affitine	radiomarquée	dans	un	modèle	

	 	 murin	de	xénogreffe	

	 	 7	–	Réaliser	des	acquisitions	TEP	dans	ce	même	modèle	 	 	 	

	 	 	

	 Nous	souhaitions	disposer	d’un	référentiel	auquel	comparer	les	résultats	des	expériences	in	

vivo	 effectuées	avec	 les	Affitines.	Nous	avons	choisi	pour	cela	d’utiliser	un	anticorps	anti-CD38	

commercial,	de	le	radiomarquer	avec	un	élément	émetteur	β+	et	de	l’utiliser	comme	radiotraceur	

dans	des	expériences	de	biodistribution	et	d’imagerie	analogues	à	celles	planifiées	pour	la	partie	

I	du	projet.			

	

	

Partie	II-Biodistribution	et	imagerie	TEP	du	CD38.	Etapes	principales	:	

	 	 1-	Radiomarquer	l’anticorps	anti-CD38	commercial	

	 	 2-	Caractériser	l’anticorps	radiomarqué	

	 	 3-	Réaliser	des	études	de	biodistribution	de	l’anticorps	radiomarqué	dans	un		

	 	 modèle	murin	de	xénogreffe	

	 	 4-	Réaliser	des	acquisitions	TEP	dans	ce	même	modèle	
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Ces	deux	études	se	complètent	et	doivent	autoriser	un	premier	aperçu	du	potentiel	de	 l’imagerie	

phénotypique	 pour	 la	 détection	 des	 foyers	 tumoraux	myélomateux.	 La	 TEP	 anticorps	 anti-CD38,	

basée	sur	l’utilisation	d’une	molécule	bien	caractérisée	dans	la	littérature,	doit	servir	de	référentiel	

afin	d’évaluer	la	pertinence	de	l’utilisation	des	Affitines	pour		l’imagerie	phénotypique	du	MM.		
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Partie	I	:	Développement	d’Affitines	anti-CD38	
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Matériels	et	méthodes	
	

	

	

I-Production	et	contrôle	qualité	des	protéines	recombinantes	
CD38	murin	et	CD38	humain		
	
	
	 La	 première	 partie	 de	 mon	 travail	 de	 thèse	 a	 consisté	 en	 la	 production	 des	 protéines	

recombinantes	 CD38	 murin	 (rCD38m)	 et	 CD38	 humain	 (rCD38h).	 L’étape	 de	 production	 est	

suivie	d’étapes	de	contrôle	afin	de	s’assurer	de	la	qualité	des	protéines	recombinantes	produites.	

Ces	 étapes	 sont	 nécessaires	 afin	 de	 pouvoir	 utiliser	 ces	 protéines	 comme	 cibles	 lors	 des	

sélections	par	ribosome	display.			

	

	

A-Production	des	CD38	humain	et	murin	recombinants	
	
	

	 a-Clonage	des	CD38	humain	et	murin	dans	pKCR6	

	

	 L’insert	 codant	 pour	 le	 domaine	 extramembranaire	 du	 CD38	 humain	 (du	 résidu	 Met27	 à	

Ile300)	ou	murin	 (du	 résidu	Met31	à	Thr304)	a	été	 commandé	auprès	de	 la	 société	GeneCust.	

Une	séquence	KOZAK	suivie	par	une	séquence	codant	pour	le	signal	peptide	du	CD33	est	ajoutée	

en	5’	de	la	séquence	CD38	afin	d’induire	la	sécrétion	de	la	protéine	dans	le	surnageant	de	culture.	

Une	séquence	AviTag,	étiquette	de	15	acides	aminés	biotinylable	par	l’enzyme	BirA,	est	ajoutée	

en	3’	pour	permettre	sa	capture	par	 la	streptavidine	ou	équivalent	 lors	des	étapes	de	sélection	

par	la	technique	de	ribosome	display.	L’insert	ainsi	modifié	est	cloné	entre	les	sites	de	restriction	

XhoI	 et	 XbaI	 du	 plasmide	 pKCR6	 (gracieusement	 fourni	 par	 le	 professeur	 R.	 Breatnach,	 cf.	

figure	28)	 à	 l’aide	 de	 la	 T4	 DNA	 ligase	 (ThermoFischer)	 utilisée	 selon	 les	 instructions	 du	

fournisseur.	
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II-Mise	en	place	des	sélections	:	préparation	des	banques	de	
séquences	et	biotinylation	des	protéines	cibles		
	
	

	 Le	but	de	 la	seconde	étape	de	mon	travail	de	thèse	était	de	générer	des	Affitines	anti-CD38	

par	la	technique	de	ribosome	display.	Cette	stratégie	nécessite	la	création	préalable	de	banques	

de	séquences	qui	seront	utilisées	 lors	du	processus	de	sélection.	La	biotinylation	des	protéines	

cibles	 rCD38h	 et	 rCD38m	est	 également	 nécessaire	 afin	 de	 pouvoir	 fixer	 ces	 protéines	 sur	 les	

différents	supports	solides	utilisés	pendant	les	sélections.		

	

	

A-Préparation	des	banques	de	séquences	d’Affitines	
	

	 Les	 banques	 d’ADN	 L5	 et	 L6	 utilisées	 pour	 ce	 projet	 ont	 été	 générées	 en	 laboratoire	 par	

mutagénèse	 à	 saturation	 de	 10	 codons	 correspondant	 aux	 résidus	 aminés	 9Y,	 10K,	 22K,	 23K,	

25W,	32S,	34T,	41T,	43R	et	45A	de	la	séquence	peptidique	de	Aho7c	impliqués	dans	l’interaction	

à	 l’ADN.	 Le	 protocole	 utilisé	 pour	 générer	 ces	 banques	 a	 déjà	 été	 décrit	 précédemment	 [195].	

Brièvement,	 la	 banque	 L5	 a	 été	 générée	 au	 format	 ribosome	 display	 par	 une	 réaction	 de	 PCR	

basée	 sur	 l’utilisation	 d’une	 combinaison	 de	 4	 oligonucléotides	 «	classiques	»	 et	 de	 3	

oligonucléotides	dégénérés	 comprenant	des	 triplets	NNS	 et	NHK	 (codant	 respectivement	pour	

20	et	16	acides	aminés	différents).	Une	seconde	PCR	va	ensuite	permettre	l’ajout	des	séquences	

nécessaires	au	processus	de	 sélection	par	assemblage	de	part	et	d’autre	de	 la	banque	obtenue	

précédemment.	 L5	 se	 retrouve	 ainsi	 encadrée	 en	 5’	 par	 un	 promoteur	 T7	 suivi	 d’un	 site	 de	

liaison	du	ribosome	(Ribosome	binding	site,	RBS)	et	en	3’	par	une	séquence	«	espaceur	»	TolA	

(cf.	figure	32).	Cette	dernière	séquence,	dépourvue	de	codon	stop,	permet	au	ribosome	de	rester	

solidaire	de	l’ARN	traduit	tout	en	jouant	un	rôle	d’espaceur,	éloignant	la	protéine	nouvellement	

synthétisée	du	ribosome	et	 favorisant	ainsi	une	 interaction	Affitine/cible	plus	 libre.	La	banque	

L6	est	générée	de	manière	analogue	à	la	banque	L5.	La	seule	différence	réside	dans	l’utilisation	

d’un	 variant	 d’oligonucléotide	 pendant	 la	 PCR	 d’assemblage	 de	 la	 banque	 (les	 séquences	 des	

oligonucléotides	utilisés	sont	présentées	dans	le	tableau	4).	Ce	variant	permet	l’extension	d’une	

boucle	peptidique	située	entre	les	feuillets	β3	et	β4	de	la	protéine	par	ajout	de	4	résidus	aminés	

randomisés	pouvant	potentiellement	interagir	avec	les	crevasses	de	sites	catalytiques	[184].		
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B-Biotinylation	des	protéines	recombinantes	rCD38h	et	rCD38m		
	

	 Certaines	étapes	de	 la	 sélection	par	 ribosome	display	nécessitent	 la	biotinylation	préalable	

des	protéines	cibles	afin	de	pouvoir	les	fixer	sur	un	support	solide	(plaque,	billes	magnétiques)	

par	liaison	avec	des	protéines	de	type	avidine.	rCD38h	et	rCD38m	sont	biotinylés	par	l’enzyme	

BirA	qui	permet	d’attacher	de	manière	covalente	une	biotine	au	niveau	de	 la	 séquence	AviTag	

des	 protéines	 recombinantes	 [208].	 Cette	 réaction	 est	 réalisée	 par	 incubation	 des	 protéines	

rCD38h	ou	rCD38m	à	une	concentration	de	5µM	avec	une	concentration	équivalente	d’enzyme	

BirA	et	d’ATP	et	une	concentration	20	fois	supérieure	de	biotine.	Ces	réactifs	sont	dilués	en	H2O	

puis	 incubés	 24h	 à	 température	 ambiante.	 Les	 protéines	 rCD38m	biotinylée	 (rcD38m	biot)	 et	

rCD38h	biotinylée	(rCD38h	biot)	sont	ensuite	dialysées	contre	du	PBS.		

	

	 Le	 nombre	 de	 biotines	 par	 protéine,	 théoriquement	 égal	 à	 1	 lorsque	 l’on	 procède	 à	 la	

biotinylation	enzymatique	d’une	protéine	avec	une	séquence	AviTag	unique,	est	déterminé	par	

un	 test	 HABA	 (4'-hydroxyazobenzene-2-carboxylic	 acid)	 (Sigma-Aldrich).	 Pour	 ce	 faire,	 la	

protéine	 dont	 nous	 souhaitons	 connaître	 le	 niveau	 de	 biotinylation	 va	 être	 diluée	 dans	 une	

solution	 d’HABA	 et	 d’avidine	 en	 complexe.	 Du	 fait	 de	 sa	 plus	 grande	 affinité	 pour	 l’avidine,	 la	

biotine	va	rompre	la	liaison	HABA-avidine	entrainant	une	baisse	de	l’absorbance	à	500nm	de	ce	

composé	 proportionnelle	 à	 la	 quantité	 de	 biotine	 présente	 en	 solution.	 Par	 cette	 méthode,	 la	

concentration	 en	 biotine	 d’un	 échantillon	 peut	 être	 évaluée	 par	mesure	 de	 l’absorbance	 d’une	

solution	d’HABA-avidine	avant	et	après	ajout	de	la	protéine	biotinylée	dans	la	solution.		

	

	 Brièvement,	 une	 solution	 d’HABA	 à	 0,01M	 est	 préparée	 et	 la	 DO	 est	 mesurée	 à	 500	 nm	

(valeur	 A1).	 La	 solution	 de	 protéine	 biotinylée	 est	 ensuite	 diluée	 au	 10ème	 dans	 la	 solution	

d’HABA,	 puis	 la	 DO	 à	 500nm	 de	 cette	 solution	 est	 mesurée	 (valeur	 A2).	 La	 valeur	 du	 delta	

d’absorbance	 A1-A2	 permet	 de	 calculer	 la	 concentration	 molaire	 de	 biotine	 en	 solution	 par	

application	de	 la	 loi	de	Beer-Lambert-Bouguer	 (A=ε	 l	C	où	«	A	»	est	 l’absorbance	à	 la	 longueur	

d’onde	considérée,	«	ε	»	le	coefficient	d’atténuation	molaire	relatif	à	l’entité	chimique	considérée,	

«	l	»	 la	 longueur	 du	 trajet	 parcouru	 par	 la	 lumière	 dans	 le	 milieu	 considéré	 et	 «	C	»	 la	

concentration	de	l’entité	chimique	étudiée).		

	

	

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑏𝑖𝑜𝑡𝑖𝑛𝑒 =
0,9 ∗ 𝐴1 − 𝐴2

34 000 ∗ 1
	

	

	

Où	 «	0,9	»	 est	 un	 facteur	 de	 correction	permettant	 d’ajuster	 la	 dilution	de	 la	 solution	d’HABA-

avidine	par	la	solution	de	protéine	biotinylée,	«	34	000	»	est	le	coefficient	d’extinction	molaire	du	

complexe	HABA-avidine	à	500nm	(en	M-1cm-1),	«	1	»	est	la	longueur	du	trajet	de	la	lumière	dans	

la	cuve	(cm).		
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III-Sélection	par	ribosome	display	
	
	

	 La	technique	de	ribosome	display	permet	la	sélection	de	séquences,	issues	des	banques	L5	et	

L6	 générées	 précédemment,	 codant	 pour	 des	 Affitines	 présentant	 une	 affinité	 pour	 la	 cible	

choisie	 par	 l’expérimentateur.	 On	 estime	 qu’il	 faut	 généralement	 5	 tours	 de	 sélection	 pour	

enrichir	de	manière	significative	une	banque	en	séquences	d’intérêts.	Nous	avons	choisi	rCD38m	

comme	 cible	 de	 notre	 première	 sélection	 afin	 de	 disposer	 d’Affitines	 pouvant	 faire	 l’objet	

d’expériences	dans	le	cadre	du	modèle	murin	syngénique	de	MM	développé	par	l’équipe.		

Un	tour	de	sélection	par	ribosome	display	comporte	plusieurs	étapes	:	

o Transcription	in	vitro	des	banques	d’ADN	(a)	

o Extraction	et	purification	des	ARNm	(b)	

o Traduction	in	vitro	des	ARNm	(c)	

o Sélection	des	complexes	ternaires	ARN/ribosome/Affitine	(d)		

o Elution	des	ARNm	(e)	et	purification	(f)	

o Rétro-transcription	 in	 vitro	 des	 ARNm	 (g),	 RT-PCR	 (h),	 clonage	 dans	 le	 vecteur	

pFPRDV2.1	(i)	et	amplification	par	PCR	des	séquences	(j)	

	

Ces	 différentes	 étapes	 sont	 rappelées	 dans	 la	 figure	 34	 ci-dessous	 et	 décrites	 dans	 les	

paragraphes	suivants.	Pour	chacune	de	ces	étapes,	les	banques	L5	et	L6	sont	traitées	de	manière	

indépendante	et	ne	sont	pas	mélangées.		
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B-Extraction	et	purification	des	ARNm	L5	et	L6	

	
	 Les	 ARNm	 L5/L6	 obtenus	 sont	 ensuite	 extraits	 et	 purifiés	 afin	 d’être	 utilisables	 pour	 la	

sélection.	 Cette	 purification	 nécessite	 plusieurs	 étapes	 et	 est	 réalisée	 selon	 le	 protocole	 par	

précipitation	au	chlorure	de	lithium	suivant	:	

• Dilution	des	mélanges	d’ARNm	L5	et	L6	avec	180µL	d’H20.	

• Ajout	de	200µL	de	chlorure	de	lithium	6M.	Conservation	sur	glace	pendant	30min.	

• Centrifugation	à	20	000g	pendant	30min	dans	une	centrifugeuse	préalablement	refroidie	à	

4°C.	

• Elimination	 du	 surnageant,	 mise	 en	 suspension	 du	 culot	 et	 lavage	 avec	 500µL	 d’éthanol	

70%.		

• Centrifugation	à	20	000g	pendant	5min	à	4°C.	

• Elimination	du	surnageant	et	séchage	du	culot	en	Speedvac	(5min,	-900mbar).	

• Reprise	du	culot	avec	200µL	d’H2O.		

• Centrifugation	à	20	000g	pendant	5min	à	4°C.	

• Transfert	des	solutions	en	tube	Eppendorf	neuf.	

• Ajout	de	20µL	d’acétate	de	sodium	3M	et	de	500µL	d’éthanol	100%.		

• Incubation	à	-20°C	pendant	30min.		

• Centrifugation	à	20	000g	pendant	30min	à	4°C.	

• Elimination	du	surnageant,	reprise	et	lavage	du	culot	avec	500µL	d’éthanol	70°C	à	4°C.		

• Centrifugation	à	20	000g	pendant	5min	à	4°C.	

• Elimination	du	surnageant	et	séchage	du	culot	en	Speedvac	(5min,	-900mbar).	

• Solubilisation	du	culot	dans	52µL	d’H2O.		

	

Les	 ARNm	 L5	 et	 L6	 ainsi	 extraits	 sont	 dosés	 puis	 déposés	 sur	 gel	 d’agarose	 1,5%	 afin	 de	

contrôler	leur	intégrité.		

	

	 Les	 ARNm	 sont	 ensuite	 purifiés	 à	 l’aide	 du	 kit	 «	NucleoSpin®	RNA	 clean	 up	 XS	 (Macherey-

Nagel).	 Brièvement,	 60µg	 d’ARNm	L5	 ou	 L6	 sont	 dilués	 dans	 un	 volume	 final	 de	 250µL	d’H2O	

puis	 incubés	 avec	 50µL	 d’une	 solution	 de	 DNAse	 à	 37°C	 pendant	 30min.	 La	 purification	 est	

ensuite	 réalisée	 à	 l’aide	 de	 colonnes	 Nucleospin	 RNA	 XS	 selon	 les	 indications	 fournies	 par	 le	

fabricant.	 Les	 ARNm	 ainsi	 purifiés	 sont	 élués	 dans	 20µL	 d’H20,	 dosés	 puis	 déposés	 sur	 gel	

d’agarose	1,5%	afin	de	contrôler	leur	intégrité.		

	

	

C-Traduction	in	vitro	des	ARNm	L5	et	L6	
	

	 La	 traduction	 des	 ARNm	 constitue	 une	 étape	 clé	 de	 la	 sélection	 par	 ribosome	 display,	

puisqu’elle	 va	 permettre	 la	 formation	 des	 complexes	 ternaires	 ARNm/ribosome/Affitine	 qui	
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seront	 incubés	 en	 présence	 de	 la	 cible.	 La	 traduction	 est	 réalisée	 in	 vitro	 selon	 le	 protocole	

suivant	:	

• Réalisation	d’un	mélange	réactionnel	contenant	les	réactifs	suivants	:	

° 12,59µL	 de	 pré-mélange	 Z	 (50mM	 Tris-HOAc	 pH	 7.3	;	 30mM	 NH4OAc	;	 12,3mM								

Mg(OAc)2	;	 0,35mM	 de	 chaque	 acide	 aminé,	 2mM	 d’ATP,	 0,5mM	 de	 GTP,	 1mM	 cAMP,	

0,5mg/mL	 d’ARNt	 d’E.coli,	 20µg/mL	 d’acide	 folique,	 100mM	 KOAc,	 30mM	

d’acétylphosphate)	

° 12,50µL	de	S30	(extrait	d’E.coli	[209])	

° 0,5µL	de	méthionine	à	200mM	

° 2,5µg	ARNm	L5	ou	L6	purifiés	lors	de	l’étape	précédente		

° H2O	QSP	27,5µL	

• Incubation	du	mélange	8	min	à	37°C.	

• Arrêt	 de	 la	 traduction	par	 ajout	 de	 121µL	de	 «	solution		 stop	 glaciale».	 Cette	 solution	 est	

composée	de	125,5µL	d’H2O,	7,5µL	BSA	10%,	1,88µL	héparine,	0,15µL	Tween	20	et	15µL	

de	 tampon	 de	 lavage	 10x	 (50mM	 Tris-acetate	 pH	 7.4,	 	150mM	 NaCl,	 50mM	 acétate	 de	

magnésium).	Ce	réactif	est	stocké	sur	glace	pendant	20min	avant	utilisation.		

• Centrifugation	de	tubes	contenant	la	traduction	stoppée	(20	000g,	5min,	4°C).		

• Les	tubes	sont	conservés	sur	glace	jusqu’à	utilisation.		

	

	

D-Sélection	des	Affitines	d’intérêt	
	

	 Cette	étape	permet	de	sélectionner	les	Affitines	présentant	une	affinité	pour	la	protéine	cible.	

Les	complexes	 ternaires	générés	 lors	de	 l’étape	précédente	sont	 incubés	avec	rCD38m	fixé	sur	

un	 support	 solide	 lors	 d’une	 étape	 dites	 de	 «	panning	»	 après	 avoir	 été	 préalablement	mis	 au	

contact	des	éléments	du	support	solide	seuls	lors	d’une	étape	de	«	pré-panning	».	Cette	étape	de	

pré-panning	 doit	 permettre	 de	 s’affranchir	 des	 éventuelles	 protéines	 d’affinité	 présentant	 une	

spécificité	pour	des	composants	autres	que	la	protéine	cible	(BSA,	neutravidine,	streptavidine…).	

Toutes	les	étapes	de	la	sélection	se	déroulent	en	chambre	froide	(4°C)	afin	de	minimiser	le	risque	

de	dissociation	des	complexes	ternaires.	Il	est	à	noter	que	certains	paramètres	du	protocole	de	

sélection	 vont	 varier	 selon	 le	 tour	 de	 sélection	 réalisé.	 Différents	 supports	 solides	 sont	 par	

exemple	utilisés	en	alternance	pour	capter	 la	protéine	cible	(plaque	Nunc	96	puits	sensibilisée	

par	une	solution	de	neutravidine,	billes	magnétiques,	billes	agarose-avidine…)	afin	de	minimiser	

la	rétention	d’Affitines	spécifiques	de	ces	éléments	de	 fixation.	Le	 temps	de	 lavage	ainsi	que	 le	

nombre	de	cycles	de	PCR	effectués	à	l’issue	de	la	sélection	vont	également	varier	selon	le	tour	de	

sélection	 considéré.	 Dans	 un	 but	 de	 simplification,	 le	 protocole	 présenté	 ci-dessous	 est	 celui	

réalisé	 lors	 du	 premier	 tour	 de	 la	 sélection	 I.	 Lorsqu’un	 paramètre	 décrit	 est	 amené	 à	 être	

modifié	 lors	des	tours	suivants,	un	renvoi	est	proposé	vers	 le	tableau	5	 (cf.	p91)	qui	décrit	en	

détail	les	protocoles	utilisés	lors	des	différentes	sélections.		
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	 Le	premier	tour	de	la	sélection	I	est	réalisé	en	fixant	rCD38m-biotinylé	sur	une	plaque	Nunc	

Maxisorp	 96	 puits	 préalablement	 sensibilisée	 par	 une	 solution	 de	 neutravidine.	 Le	 protocole	

utilisé	est	le	suivant	:		

o Préparation	des	puits	de	pré-panning	et	de	panning		

• Dépôt	 d’une	 solution	 de	 neutravidine	 (Sigma-Aldrich)	 diluée	 à	 4µg/mL	 en	 PBS	 en	

plaque	96	puits	Maxisorp	(cf.	tableau	5),	100µL/puits,	incubation	1h30	à	température	

ambiante	sous	agitation	douce	(200rpm).	

• Trois	lavages	PBS,	200µL/puits.		

• Saturation	 des	 puits	 par	 une	 solution	 de	 PBS-BSA	 1%,	 100µL/puits,	 incubation	 sur	 la	

nuit	à	4°C,	sous	agitation	douce	(200rpm).		

• Trois	lavages	PBS,	200µL/puits.	

• Les	 puits	 dédiés	 au	 pré-panning	 et	 au	 panning	 sont	 incubés	 avec	 100µL	 de	 PBS-BSA	

0,1%.	

• Juste	avant	la	sélection	:	les	puits	sont	lavés	avec	3	fois	300µL	de	PBS	et	1	fois	300µL	de	

TBS	(tampon	tris	salin).	Après	lavage,	les	puits	sont	incubés	avec	300µL	de	TBS	jusqu’au	

dépôt	des	échantillons	(4°C,	sous	agitation	modérée	à	300rpm).		

o Sélection	:		

• Étape	 de	 pré-panning	:	 Après	 élimination	 du	 TBS,	 les	 puits	 dédiés	 au	 panning	 négatif	

sont	 incubés	 avec	140µL	de	 la	 solution	de	 traduction	 stoppée	L5	ou	L6	 (1h,	 4°C,	 sous	

agitation	douce	à	200rpm).		

• Étape	 de	 panning	:	 les	 surnageants	 sont	 collectés	 en	 tubes	 de	 1.5mL.	 La	 protéine	

rCD38m-biot	 est	 ajoutée	 dans	 le	 surnageant	 de	 manière	 à	 obtenir	 une	 concentration	

finale	 de	 150nM	 de	 protéine	 cible	 (cf.	 tableau	 5).	 Incubation	 pendant	 1h	 à	 4°C	 sous	

agitation	douce	(200rpm).	Cette	étape	doit	permettre	la	fixation	des	Affitines	(toujours	

associées	au	ribosome	et	à	l’ARNm)	présentant	une	affinité	pour	rCD38m.		

• Les	 surnageants	 sont	 récupérés	 et	 incubés	 dans	 les	 puits	 dédiés	 au	 panning	 (1h,	 4°C,	

sous	agitation	douce	à	200rpm).	rCD38m-biot	et	 les	complexes	ternaires	associés	vont	

être	capturés	par	la	neutravidine	fixée	en	fonds	de	puits.		

• Après	 élimination	 du	 surnageant,	 les	 puits	 de	 panning	 sont	 lavés	 6	 fois	 pendant	 10	

secondes.	L’étape	de	lavage	va	permettre	d’éliminer	les	Affitines	ne	présentant	pas	une	

affinité	intéressante	pour	la	cible	d’intérêt.	Afin	de	conserver	un	maximum	de	diversité	

et	 de	ne	pas	 risquer	de	perdre	des	 variants	peu	 représentés	dans	 la	 population,	 il	 est	

nécessaire	 d’adapter	 la	 stringence	 du	 lavage	 (le	 temps	 de	 lavage	 et	 le	 nombre)	 en	

fonction	 du	 tour	 de	 sélection	 considéré.	 En	 fin	 de	 sélection	 (tour	 5	 par	 exemple)	 le	

temps	 de	 lavage	 sera	 ainsi	 considérablement	 augmenté	 afin	 d’isoler	 des	 Affitines	 de	

forte	affinité	(cf.	tableau	5).	
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E-Elution	des	ARNm	L5	et	L6	
	

	 Suite	 aux	 étapes	 de	 lavage,	 les	 ARN	 L5	 et	 L6	 sont	 élués	 par	 dissociation	 des	 complexes	

ternaires	toujours	liés	à	la	protéine	cible.	L’élution	est	réalisée	par	l’ajout	de	200µL	par	puits	de	

tampon	d’élution	(50mM	Tris	HOAc	pH	7.5,	150mM	NaCl,	20mM	d’EDTA	et	50µg/mL	d’ARN	de	S.	

cerevisae).	Une	incubation	de	10min	à	4°C	sous	agitation	modérée	(300rpm)	est	effectuée	avant	

de	récupérer	le	tampon	d’élution	contenant	les	ARN	sélectionnés.		

	

	

F-Purification	des	ARNm	L5	et	L6	
	

	 La	 purification	 des	 ARNm	 élués	 est	 réalisée	 à	 l’aide	 du	 kit	 «	RNeasy	 MinElute	 Cleanup	»	

(Qiagen)	selon	les	recommandations	du	fournisseur.	Les	ARNm	sont	élués	dans	14µL	d’H2O.		

	

	

G-Rétro-transcription	
	

	 Avant	la	rétro-transcription	(RT),	0,2µL	d’oligonucléotide	AG1-link-R	à	100µM	sont	ajoutés	à	

chaque	 échantillon.	 Une	 incubation	 de	 5min	 à	 70°C	 est	 ensuite	 effectuée	 afin	 de	 permettre	

l’hybridation	de	l’oligonucléotide.		

La	 RT	 des	 ARNm	 est	 réalisée	 à	 l’aide	 du	 kit	 «	RevertAid	 RT	 Reverse	 Transcription	»	

(ThermoFischer)	 selon	 les	 recommandations	 du	 fournisseur.	 Brièvement,	 un	 mélange	

réactionnel	contenant	4µL	de	tampon	de	RT,	2µL	de	dNTP	(désoxyribonucléotides	triphosphate)	

à	 10mM,	 0,5µL	 de	Ribolock	 (40U/µL)	 et	 1µL	 d’enzyme	Revert	 Aid	Minus	H	RT	 (200U/µL)	 est	

ajouté	à	chaque	échantillon.	La	RT	est	effectuée	à	42°C	pendant	1h	puis	stoppée	en	chauffant	les	

échantillons	à	70°C	pendant	10min.		

	

	

H-RT-PCR	
	

	 La	RT-PCR	est	réalisée	avec	la	«	Phusion™	High-Fidelity	DNA	Polymerase	»	(ThermoFischer).	

Un	mélange	est	préparé	avec	10µL	de	tampon	HF	5X,	1µL	de	dNTP	à	10mM,	2µL	de	DMSO,	0,5µL	

de	Phusion	HM,	0,12µL	d’amorce	RDV2.1-F3	à	100µM,	0,12µL	d’amorce	AG1-link-R	à	100µM	et	

5µL	de	produit	de	RT	et	de	 l’H2O	qsp	50µL.	40	cycles	de	PCR	sont	réalisés	à	 l’issue	du	premier	

tour	 de	 sélection.	 Au	 fur	 et	 à	mesure	 des	 tours	 de	 sélection,	 le	 nombre	 de	 cycles	 de	 PCR	 est	

abaissé	du	fait	de	l’enrichissement	des	banques	en	séquences	d’intérêt	(cf.	tableau	5).	
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B-Transformation	bactérienne	
	

	 Les	produits	de	ligation	obtenus	lors	de	l’étape	précédente	sont	utilisés	pour	transformer	des	

bactéries	compétentes	DH5alphaLAcIq.	Le	protocole	suivant	est	mis	en	œuvre	:	

• 15µL	de	produit	de	ligation	(40ng	d’ADN)	sont	ajoutés	à	une	solution	de	200µL	de	bactéries	

compétentes	DH5alphaLAcIq.	Une	homogénéisation	douce	est	réalisée.		

• Incubation	du	mélange	30min	sur	glace.		

• Choc	thermique	:	incubation	de	50s	à	40°C.	

• Incubation	2min	sur	glace.	

• Ajout	de	800µL	de	milieu	LB.	

• Incubation	1h	à	37°C	sous	agitation	douce	(200rpm).	

• Centrifugation	de	5min	à	5000g.	

• Élimination	du	surnageant	et	reprise	du	culot	dans	100µL	de	LB.		

• Étalement	 des	 bactéries	 dans	 des	 boites	 de	 Pétri	 contenant	 du	milieu	 LB	 préalablement	

complémenté	 avec	 des	 antibiotiques	 (ampicilline	 et	 kanamycine)	 afin	 de	 sélectionner	 les	

bactéries	transformées.		

• Incubation	sur	la	nuit	à	37°C.		

	

Les	colonies	individuelles	obtenues	sont	ensuite	repiquées	en	plaque	deep-well	96	puits.		

	

	

C-Constitution	des	plaques	mères	d’Affitines	
	

	 A	 la	 suite	de	 la	 transformation,	 les	 colonies	 isolées	 sont	 repiquées	 en	plaque	deep-well	 96	

puits	selon	le	protocole	suivant	:		

• Dépôt	de	1,4mL	de	milieu	de	culture	LB	supplémenté	en	ampicilline	(100µg/mL	final),	

kanamycine	(25µg/mL	final)	et	en	glucose	(1%	final)	par	puits	dans	la	plaque	96	puits.		

• Chaque	puits	est	 inoculé	avec	une	colonie	isolée	sur	boite	à	 l’aide	d’un	cône	de	pipette	

stérile.		

• La	plaque	deep-well	est	incubée	à	37°C	sur	la	nuit	sous	agitation	douce	(200rpm).		

	

	 Cette	plaque	constitue	une	plaque	mère	d’Affitines.	Elle	est	conservée	à	-80°C	après	ajout	de	

glycérol	(16%	final)	afin	de	servir	de	sauvegarde.	Lorsque	l’on	souhaite	réaliser	un	criblage	ou	

analyser	 une	Affitine	 particulière,	 les	 puits	 correspondants	 sont	 repiqués	 dans	 du	milieu	 LB	 à	

l’aide	de	cônes	de	pipettes	stériles.			
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• Six	lavages	TBS-Tween	0,1%,	200µL/puits.		

• Incubation	 avec	 l’anticorps	 anti-His	 HRP	 (Qiagen)	 dilué	 au	 1/50	 000ème	 en	 TBS-Tween	

0,1%,	 100µL/puits,	 1h	 d’incubation	 à	 température	 ambiante	 sous	 agitation	 douce	

(200rpm).			

• Six	lavages	TBS-Tween	0,1%,	200µL/puits.	

• Révélation	avec	une	solution	d’OPD	(Sigma-Aldrich)	diluée	en	TBS	à	une	concentration	de	

1mg/mL,	50µL	par	puits,	incubation		5min	sous	agitation	douce	(200rpm).	

• Lecture	de	la	DO	à	450nm	à	l’aide	du	lecteur	de	plaque	Infinite	200	Pro	(Tecan).	

	

	

B-Criblage	par	cytométrie	en	flux	
	

	 Le	 criblage	 par	 cytométrie	 en	 flux	 doit	 nous	 permettre	 de	 confirmer	 la	 spécificité	 des	

Affitines	 sélectionnées	 par	 ribosome	 display	 contre	 rDC38m	 pour	 la	 protéine	 CD38m	

«	naturelle	»	 exprimée	 à	 la	 membrane	 des	 cellules.	 Le	 protocole	 détaillé	 de	 production	 des	

Affitines	 pour	 un	 criblage	 par	 cytométrie	 est	 présenté	 dans	 le	 tableau	 6.	 Brièvement,	 les	

Affitines	 utilisées	 pour	 ce	 criblage	 sont	 produites	 par	 repiquage	 des	 clones	 provenant	 des	

plaques	mères	dans	des	plaques	deepwell	96	puits	contenant	du	milieu	LB	supplémenté	avec	du	

glucose	afin	de	réactiver	la	population	bactérienne	(étape	de	préculture).	Une	partie	du	volume	

de	préculture	est	ensuite	utilisée	pour	ensemencer	une	nouvelle	plaque	deepwell	24	puits	(étape	

de	 culture).	 Après	 croissance	 de	 la	 population	 bactérienne,	 la	 production	 des	 protéines	 est	

induite	par	ajout	d’IPTG	dans	le	milieu.	Une	étape	d’extraction	est	ensuite	réalisée	par	lyse	des	

bactéries.	Les	surnageants	obtenus	sont	purifiés	par	chromatographie	d’affinité	à	l’aide	de	résine	

agarose	Nickel-NTA	(GE	healthcare).	Cette	étape	de	purification	est	essentielle	car	le	dépôt	direct	

des	 surnageants	 bactériens	 issus	 de	 l’étape	de	 lyse	 sur	 les	 cellules	 entrainerait	 la	mort	 de	 ces	

dernières.		

	

	 Le	criblage	par	cytométrie	en	flux	des	Affitines	purifiées	est	réalisé	sur	la	lignée	de	MM	murin	

5T33-Luc(+)CD38high	 décrite	 dans	 la	 deuxième	 partie	 du	 manuscrit.	 Quatorze	 jours	 avant	

criblage,	les	cellules	sont	décongelées	et	cultivées	en	milieu	RPMI	1640	supplémenté.	Un	passage	

est	effectué	tous	les	3	jours	avec	ensemencement	de	milieu	neuf		avec	200	000	cellules	par	mL.	

Le	criblage	est	ensuite	réalisé	selon	le	protocole	suivant	:	

• Dépôt	de	200	000	cellules	par	puits	dans	une	plaque	96	puits	à	fond	conique.		

• Centrifugation	à	2500g		pendant	1min.	Le	surnageant	est	retiré	par	inversion	(flicking)	de	

la	plaque.		

• Deux	lavages	PBS-BSA	0,1%,	2	fois	150µL	par	puits.		
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	 Après	 amplification,	 la	 qualité	 des	 produits	 obtenus	 est	 vérifiée	 par	 migration	 sur	 gel	

d’agarose	 1.5%	 contenant	 du	 GelRed	pour	 s’assurer	 qu’une	 seule	 bande	 d’amplification	 est	

obtenue	pour	la	taille	attendue	(265	pb).	

	

	

B-Séquençage	NGS			

	

	 Les	 six	 échantillons	 ainsi	 obtenus	 sont	 soumis	 à	 la	 plateforme	 de	 séquençage	 (centre	 de	

génomique	de	l'IRIC	à	Montréal,	Canada)	qui	introduit	par	PCR	les	index	Nextera	aux	amplicons	

pour	 leur	 séquençage	 NGS.	 La	 technologie	MiSeq	 (Miseq	 Reagent	Micro	 Kit	 v2	 (500	 cycles)	 –	

Paired	end	sequencing)	d'Illumina	(San	Diego,	USA)	a	été	utilisée,	avec	une	configuration	de	2	×	

150	 bp.	 Ce	 séquençage	 dans	 les	 deux	 sens	 sur	 une	 longueur	 de	 150	 pb	 couvre	 la	 totalité	 des	

bases	randomisées	dans	les	banques	d’Affitines.	

	

	

C-Traitement	informatique	des	séquences			

	

	 Pour	 chaque	 puce	 générée,	 environ	 deux	millions	 de	 lectures	 (ou	 «	reads	»)	 sont	 obtenues	

pour	l'ensemble	des	six	échantillons.	Les	fichiers	de	séquençage	sont	traités	et	assemblés	à	l’aide	

de	 la	 plateforme	 bioinformatique	 en	 ligne	 Galaxy	 (https://usegalaxy.org/).	 La	 qualité	 et	 la	

distribution	 de	 la	 longueur	 des	 lectures	 sont	 vérifiées	 à	 l'aide	 de	 l'outil	 FASTQ.	 Pour	 chaque	

échantillon,	 les	paires	de	séquences	sont	ensuite	 traitées	à	 l'aide	de	 l’outil	Galaxy	personnalisé	

développé	par	Benjamin	Navet	appelé	«	Clustering	»	(non	publié).	Cet	outil	contrôle	la	qualité	et	

le	nombre	de	lectures,	enlève	les	séquences	adaptatrices,	assemble	les	paires	de	séquences	et	les	

regroupe	selon	leur	identité	(«	Clusters	»).		
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Résultats	
	

	

	

	

	

I-Production	et	contrôle	qualité	des	protéines	recombinantes	
CD38	murin	et	CD38	humain	 
	
	

A-Sélection	des	clones	CHO	producteurs		
	

	 Les	protéines	recombinantes	CD38	murin	et	CD38	humain	sont	produites	par	transfection	de	

la	lignée	cellulaire	CHO	avec	le	plasmide	pKCR6	dans	lequel	a	préalablement	été	cloné	un	insert	

codant	pour	l’une	ou	l’autre	des	protéines.	Le	clonage	par	dilution	limitante	de	la	population	de	

cellules	CHO	transfectées	permet	l’obtention	de	colonies	issues	d’une	cellule	unique.	La	séquence	

signal	 peptide	 CD33	 induit	 la	 sécrétion	 des	 protéines	 recombinantes	 CD38	 dans	 le	 milieu	 de	

culture.	Un	criblage	par	ELISA	est	donc	réalisé	afin	d’identifier	les	colonies	produisant	rCD38h	ou	

rCD38m.	 Les	 surnageants	 à	 tester	 sont	 récupérés	 puis	 adsorbés	 en	 fond	 de	 plaque	Maxisorp.	

L’anticorps	primaire	utilisé	pour	détecter	les	protéines	recombinantes	est	dirigé	contre	l’AviTag	

des	protéines	recombinantes	(résultats	non	montrés).		

	

	 Les	résultats	du	criblage	par	ELISA	effectué	sur	les	colonies	de	cellules	CHO	nous	ont	permis	

de	sélectionner	2	clones	CHO	qui	produisent	fortement	rCD38h	et	rCD38m	respectivement.	Ces	

populations	clonales	sont	amplifiées	dans	le	but	de	produire	à	plus	grande	échelle	les	2	protéines	

recombinantes	 nécessaires	 au	 projet.	 Après	 amplification,	 les	 surnageants	 sont	 récoltés	 puis	

purifiés	 sur	 une	 colonne	 N-hydroxysuccinimide	 préalablement	 couplée	 de	 manière	 covalente	

avec	un	anticorps	anti-AviTag.	Chaque	lot	de	protéines	rCD38h	et	rCD38	ainsi	produit	est	testé	

sur	 gel	 SDS-PAGE,	 par	 ELISA	 et	 fait	 l’objet	 d’une	 expérience	 de	 cinétique	 enzymatique	 afin	 de	

s’assurer	de	leur	intégrité,	leur	pureté	et	de	valider	leur	bon	repliement.		

	

	

B-Contrôle	de	la	qualité	des	protéines	recombinantes	produites	
	

	

	 a-Gel	SDS-PAGE	

	

	 Les	protéines	CD38	humain	et	murin	recombinantes	sont	déposées	sur	un	gel	SDS-PAGE	15%	

afin	 de	 vérifier	 leur	 pureté	 et	 leur	 intégrité.	 Pour	 chacune	 des	 protéines,	 nous	 obtenons	 une	

bande	 située	 au	 poids	 moléculaire	 attendu	 (rCD38h~45	 kDa	;	 rCD38m~42kDa).	 Nous	







	
	

105	

	 Les	données	présentées	sur	la	figure	43	montrent	une	activité	enzymatique	caractéristique	

de	l’activité	ADP-ribosyl-cyclase	et	ADP-ribose-hydrolase	du	CD38.	On	observe	en	effet	dans	les	

premières	 minutes	 de	 la	 cinétique	 une	 apparition	 rapide	 du	 cGDPR.	 Après	 avoir	 atteint	 un	

plateau,	la	concentration	de	cGDPR	dans	le	milieu	réactionnel	diminue	du	fait	de	l’hydrolyse	en	

GDPR	non	fluorescent.	Les	protéines	rCD38m	et	rCD38h	produites	présentent	donc	une	activité	

enzymatique	 dont	 les	 profils	 sont	 équivalents	 à	 ceux	 décrits	 dans	 la	 littérature	 pour	 ces	

protéines	[41],	[57].	Cette	constatation	nous	conforte	quant	à	la	qualité	des	protéines	produites	

et	à	leur	homologie	avec	le	CD38	exprimé	à	la	membrane	des	cellules.		

	

	

C-Bilan	de	la	production	de	rCD38h	et	rCD38m	

	

	 Cette	 étape	 de	 production	 nous	 a	 permis	 d’obtenir	 les	 protéines	 rCD38h	 et	 rCD38m	 en	

quantité	importante	à	l’échelle	du	milligramme.	Les	tests	réalisés	sur	les	lots	de	production	ont	

permis	de	démontrer	 la	qualité	de	ces	protéines	et	de	valider	 leur	utilisation	pour	 la	 sélection	

d’Affitines	 par	 ribosome	 display.	 La	 mise	 au	 point	 du	 protocole	 de	 suivi	 de	 cinétique	

enzymatique	 effectuée	 à	 cette	 occasion	 nous	 offre	 également	 un	 avantage	 pour	 le	 criblage	

potentiel	d’Affitines	anti-CD38	présentant	une	activité	inhibitrice.		

	

	

	

II-Préparation	des	banques	de	séquences	et	biotinylation	de	la	
protéine	cible	utilisée	pour	les	sélections 
	

	

A-Préparation	des	banques	de	séquences	L5	et	L6	
	

	 Des	 travaux	 menés	 par	 le	 groupe	 de	 Frédéric	 Pecorari	 ont	 permis	 de	 montrer	 que	 la	

sélectivité	 de	 la	 protéine	 archéale	 Sac7d	 pouvait	 être	 modifiée	 par	 mutagénèse	 aléatoire	 de	

résidus	impliqués	dans	la	liaison	à	l’ADN	[182].	Différentes	banques	de	séquences	(L1	à	L4)	ont	

ainsi	été	générées	par	randomisation	de	ces	positions	peptidiques	[183],	[184].	Plus	récemment,	

une	étude	s’est	attachée	à	caractériser	différents	membres	de	 la	 famille	de	protéines	Sul7d	qui	

regroupe	les	protéines	archéales	présentant	des	capacités	de	liaison	à	l’ADN	[187].	Cette	étude	a	

permis	 l’identification	 de	 la	 protéine	 Aho7c	 qui	 présente	 une	 homologie	 de	 séquence	 de	 91%	

avec	 Sac7d	 tout	 en	 possédant	 des	 propriétés	 physico-chimiques	 plus	 favorables	 (poids	

moléculaire	plus	faible,	Tm	plus	élevée).	La	stratégie	développée	avec	Sac7d	pour	l’obtention	de	

banques	 de	 séquences	 randomisées	 utilisables	 en	 sélection	 a	 donc	 été	 reconduite	 avec	Aho7c.	

Dix	 résidus	 aminés	 (9Y,	 10K,	 22K,	 23K,	 25W,	 32S,	 34T,	 41T,	 43R	 et	 45A)	 identifiés	 comme	

participant	à	 l’interaction	entre	Aho7c	et	 l’ADN	ont	ainsi	été	mutés	pour	générer	 la	banque	L5.	
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alternée	 d’avidine,	 streptavidine	 ou	 neutravidine	 pour	 fixer	 rCD38m	 pendant	 les	 tours	 de	

sélection	 n’a	 pas	 permis	 d’éliminer	 les	 Affitines	 reconnaissant	 ces	 protéines.	 L’homologie	

structurelle	de	ces	différents	composés	peut	expliquer	ce	problème.		

	

	 L’enrichissement	des	banques	en	séquences	codant	pour	des	protéines	d’affinité	spécifiques	

des	sites	de	fixation	de	la	biotine	a	déjà	été	observé	lors	de	protocoles	de	sélection	pour	d’autres	

charpentes	[210].	Les	stratégies	d’évitement	décrites	ci-dessus	(panning	négatif,	alternance	des	

protéines	de	fixation)	suffisent	habituellement	à	s’en	affranchir.	L’échec	de	ces	stratégies	pour	la	

sélection	contre	rCD38m	peuvent	peut-être	s’expliquer	par	une	éventuelle	moindre	accessibilité	

des	épitopes	de	CD38	en	comparaison	des	sites	de	fixation	de	la	biotine	sur	la	neutravidine.	La	

majorité	 des	 séquences	 sélectionnées	 vont	 ainsi	 coder	 pour	 des	 Affitines	 anti-neutravidine	 et	

envahir	 les	 banques	 de	 sélection.	 Les	 éventuelles	 séquences	 anti-rCD38m	 sélectionnées	 vont	

alors	 être	 trop	 peu	 nombreuses	 pour	 pouvoir	 être	 détectées	 lors	 de	 l’ELISA	 de	 contrôle	 de	

l’enrichissement	des	banques.		

	

En	 tirant	 parti	 des	 enseignements	 de	 cette	 première	 sélection,	 nous	 décidons	 de	 remanier	 le	

protocole	de	sélection	par	ribosome	display	afin	de	minimiser	le	développement	d’Affitines	anti-

neutravidine.		

	

	

	

IV-Ribosome	display	:	Sélection	II	contre	rCD38m	 

	

	

A-Principe	de	la	sélection	II	

	

	 Les	 résultats	 obtenus	 lors	 de	 la	 sélection	 I	 nous	 ont	 amenés	 à	 repenser	 le	 protocole	 de	

sélection	afin	de	s’affranchir	des	Affitines	spécifiques	du	site	de	liaison	de	la	biotine.	Nous	avons	

donc	choisi	d’utiliser	des	billes	magnétiques	sur	lesquelles	rCD38m	est	préalablement	couplé	de	

manière	 covalente.	 Des	 billes	 magnétiques	 couplées	 avec	 un	 anticorps	 anti-AviTag	 sont	

également	 générées	 de	manière	 analogue.	 Après	 couplage,	 la	 fixation	 covalente	 de	 la	 protéine	

rCD38m	 ou	 de	 l’AcM	 anti-AviTag	 à	 la	 surface	 des	 billes	 est	 vérifiée	 par	 cytométrie	 en	 flux	

(résultats	non	montrés).	Les	billes	magnétiques	rCD38m	sont	utilisées	lors	de	l’étape	de	panning	

positif	des	tours	n2	et	n5.	La	solution	de	traduction	est	alors	directement	incubée	avec	les	billes	

rCD38m	 après	 une	 étape	 de	 panning	 négatif	 réalisé	 sur	 des	 billes	 non	 couplées.	 Les	 billes	

magnétiques	AcM	anti-Avitag	sont	utilisées	après	une	étape	préalable	d’incubation	en	solution	

de	rCD38m	avec	 les	mélanges	de	 traduction.	La	solution	est	ensuite	 incubée	avec	 les	billes	qui	

vont	capter	la	protéine	cible	via	l’anticorps.	Les	lavages	sont	ensuite	réalisés	comme	précisé	dans	

le	«	Matériel	et	méthodes	»	et	rappelé	dans	le	tableau	8	présenté	page	suivante.		
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	 Les	résultats	d’ELISA	clonal	des	banques	L5	et	L6,	présentés	sur	 les	 figures	48	 et	 49	page	

précédente,	nous	montrent	qu’une	forte	proportion	de	clones	d’Affitines	reconnaissent	rCD38m.	

70%	des	 clones	 issus	de	 la	banque	L5	 sont	 affins	pour	 rCD38m,	80%	pour	 la	banque	L6.	 Si	 la	

majorité	 des	 clones	 est	 spécifique	 de	 la	 protéine	 cible,	 on	 observe	 cependant	 pour	 certaines	

Affitines	une	réactivité	contre	la	BSA.	C’est	notamment	le	cas	des	clones	B8,	D10	et	F10	issus	de	

la	 banque	 L5	 ou	 des	 clones	 D12	 et	 F2	 issus	 de	 la	 banque	 L6.	 Ces	 Affitines,	 minoritaires,	

témoignent	des	difficultés	rencontrées	pour	s’affranchir	totalement	de	la	sélection	de	protéines	

d’affinité	spécifiques	d’éléments	de	support	(BSA,	neutravidine).		

La	 même	 expérience	 a	 été	 réalisée	 en	 remplaçant	 rCD38m	 par	 rCD38h	 en	 fond	 de	 plaque	

(résultats	 non	 montrés).	 Aucun	 des	 binders	 affins	 pour	 la	 protéine	 murine	 n’a	 montré	 de	

réaction	croisée	sur	CD38	humain.	Ce	résultat	nous	permet	de	valider	la	spécificité	des	Affitines	

obtenues	 lors	 de	 la	 sélection	 II	 et	 que	 la	 reconnaissance	 n’implique	 pas	 une	 région	 ajoutée	

artificiellement	commune	aux	rCD38m	et	rCD38h	telle	que	l’AviTag.		

	

	 Le	criblage	par	ELISA	nous	a	permis	de	valider	la	présence	d’une	forte	proportion	d’Affitines	

anti-rCD38m	dans	 les	banques	L5	et	L6	à	 l’issue	du	tour	n5	de	 la	sélection	II.	Nous	souhaitons	

maintenant	 savoir	 si	 ces	 Affitines	 présentent	 également	 une	 affinité	 pour	 la	 protéine	 CD38	

exprimée	 à	 la	 surface	 des	 cellules.	 Les	 banques	 criblées	 précédemment	 font	 donc	 l’objet	 d’un	

nouveau	criblage	par	cytométrie	en	flux.			

	

	

D-Criblage	de	la	sélection	II	par	cytométrie	en	flux	
	

	 Le	 criblage	 par	 cytométrie	 en	 flux	 nécessite	 une	 nouvelle	 production	 des	 Affitines	 des	

banques	 L5	 et	 L6	 au	 format	 24	puits.	 L’extraction	 est	 suivie	 par	 une	 étape	de	purification	 sur	

colonne	d’affinité	Ni-NTA	afin	d’éliminer	le	tampon	de	lyse	ainsi	que	les	principaux	contaminants	

bactériens.	Un	gel	SDS-PAGE	est	réalisé	pour	vérifier	que	les	Affitines	ont	bien	été	produites	et	

s’assurer	 de	 leur	 pureté	 relative.	 La	 figure	 50,	 présentée	 en	 page	 suivante,	 est	 un	 exemple	

représentatif	 des	 résultats	 obtenus	 après	 migration	 sur	 gel	 de	 polyacrylamide	 des	 Affitines	

produites	et	purifiées	 sur	 colonne	d’affinité.	On	visualise	 clairement	 les	protéines	d’intérêt	qui	

ont	 migré	 au	 niveau	 de	 la	 bande	 10	 kDa	 du	 marqueur	 de	 taille,	 ce	 qui	 correspond	 au	 poids	

moléculaire	attendu	(~8	kDa).	On	constate	un	niveau	de	production	très	élevé	pour	chacun	des	

clones	 à	 l’exception	 du	 clone	 B4.	 Des	 résultats	 similaires	 ont	 été	 observés	 à	 chaque	 nouvelle	

analyse	par	gel	SDS-Page	des	Affitines	produites	et	purifiées	sur	colonne	d’affinité.	La	présence	

de	protéines	bactériennes	contaminantes	est	minoritaire	et	ne	présente	pas	un	problème	pour	

les	expériences	de	cytométrie	ultérieures.		

	

La	lignée	utilisée	pour	le	criblage	est	la	5T33-Luc(+)CD38high,	une	lignée	de	MM	murin	qui	a	été	

générée	pour	ce	projet	(cf	«	Matériels	et	méthodes	»	partie	II).		
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V-Ribosome	display	:	Sélection	III	contre	rCD38m	 
	

	

	 La	sélection	III	contre	rCD38m	est	basée	sur	l’utilisation	d’Affitines	anti-rCD38m	issues	de	la	

sélection	II	afin	de	masquer	certains	épitopes	de	la	protéine	cible.	Ce	masquage	doit	permettre	

de	diriger	la	sélection	vers	d’autres	épitopes,	potentiellement	communs	à	la	forme	recombinante	

et	cellulaire	de	la	protéine	CD38.	Cette	stratégie	nécessite	au	préalable	une	production	à	grande	

échelle	 des	 Affitines	 anti-rCD38m	 sélectionnées	 afin	 de	 disposer	 d’une	 quantité	 de	 protéine	

purifiée	suffisante	à	 la	réalisation	de	 la	sélection.	Des	tests	ELISA	et	de	cytométrie	en	flux	sont	

effectués	 sur	 les	 Affitines	 purifiées	 afin	 de	 valider	 leur	 capacité	 de	 fixation	 sur	 rCD38m	 juste	

avant	leur	utilisation	pour	les	sélections.		

	

	

A-Production	des	Affitines	C6	et	D7	

	

	 En	amont	de	cette	sélection,	2	clones	d’Affitines	anti-rCD38m	(nommés	C6	et	D7	selon	leur	

position	sur	 la	plaque	mère	96	puits)	 sont	produits	à	grande	échelle,	 extraits	puis	purifiés	 sur	

colonne	 d’affinité	 et	 colonne	 gel	 filtration.	 Les	 protéines	 produites	 sont	 testées	 par	 ELISA	 et	

cytométrie	en	flux	afin	de	valider	leur	affinité	pour	rCD38m	et	confirmer	l’absence	d’affinité	pour	

la	protéine	cellulaire	(résultats	non	montrés).		

	

	

B-Principe	de	la	sélection	III	

	

	 Le	 protocole	 de	 sélection	 utilisé	 lors	 des	 deux	 premiers	 tours	 est	 identique	 à	 celui	mis	 en	

œuvre	lors	de	la	sélection	II.	Les	supports	de	fixation	de	rCD38m	sont	les	mêmes,	les	paramètres	

de	stringence	des	 lavages	restent	 identiques	ainsi	que	 le	nombre	de	cycles	de	PCR.	A	partir	du	

troisième	tour,	une	incubation	de	rCD38m	avec	les	Affitines	C6	et	D7	à	fortes	concentrations	est	

effectuée	avant	l’étape	de	panning	positif.	C6	et	D7,	en	se	liant	à	leurs	épitopes,	vont	masquer	ces	

derniers	 qui	 ne	 seront	 alors	 plus	 accessibles	 aux	 complexes	 ternaires.	 Les	 mélanges	 de	

traduction	 sont	 ensuite	 incubés	 avec	 rCD38m.	 On	 devrait	 ainsi	 favoriser	 l’enrichissement	 des	

banques	avec	des	séquences	d’Affitines	reconnaissant	d’autres		épitopes	en	espérant	qu’ils	soient	

communs	à	 la	protéine	 recombinante	et	 cellulaire.	Les	paramètres	utilisés	pour	 la	 sélection	 III	

sont	rappelés	dans	le	tableau	9	page	suivante.			
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	 Ces	 résultats	 pourraient	 s’expliquer	 par	 une	 utilisation	 trop	 «	tardive	»	 au	 cours	 de	 la	

sélection	des	Affitines	C6	et	D7	de	masquage	des	épitopes.	Ainsi,	 il	 se	pourrait	qu’au	 tour	3,	 la	

sélection	soit	déjà	trop	avancée	et	 la	diversité	des	épitopes	reconnus	trop	réduite.	L’incubation	

de	 rCD38m	 avec	 C6	 et	 D7	 entrainerait	 donc	 une	 non-sélection	 des	 complexes	 ternaires	

reconnaissant	ces	épitopes	sans	gain	de	séquences	plus	rares	puisque	celles-ci	ont	déjà	disparu	

au	tour	3.		

	

	

D-Criblage	par	cytométrie	en	flux	

	

	 Malgré	ces	résultats	d’ELISA,	nous	décidons	de	réaliser	un	criblage	par	cytométrie	de	façon	

identique	à	celui	effectué	pour	la	sélection	II.	Les	banques	L5	et	L6	obtenues	à	l’issue	du	tour	5	

sont	clonées	puis	criblées.	200	clones	de	chaque	banque	sont	ainsi	testés	sans	que	les	résultats	

obtenus	ne	soient	positifs.		

	

	 Nous	 décidons	 de	 tenter	 une	 nouvelle	 approche	 de	 sélection	 par	 ribosome	 display	 en	

utilisant	des	extraits	de	membranes	de	la	lignée	5T33-Luc(+)CD38high	fixés	en	fonds	de	puits	de	

plaque	 Maxisorp.	 L’utilisation	 de	 tels	 extraits	 pourrait	 nous	 permettre	 de	 sélectionner	 des	

Affitines	 directement	 contre	 la	 protéine	 exprimée	 par	 les	 cellules	 et	 non	 pas	 contre	 sa	 forme	

recombinante.		

	

	

	

VI-Ribosome	display	:	Sélection	IV	contre	CD38m	 

	

	

A-Principe	de	la	sélection	IV	

	

	 La	sélection	par	ribosome	display	sur	membranes	n’est	pas	triviale.	S’il	existe	des	protocoles	

de	 phage	 display	 décrivant	 la	 sélection	 sur	 cellules	 [211],	 aucun	 équivalent,	 à	 notre	

connaissance,	n’a	encore	été	développé	pour	le	ribosome	display.	Il	nous	est	apparu	irréalisable	

de	 mettre	 au	 point,	 dans	 le	 temps	 imparti	 pour	 mon	 projet,	 une	 stratégie	 de	 sélection	

intégralement	 basée	 sur	 l‘utilisation	 de	 cellules.	 Le	 fait	 de	 disposer	 de	 la	 lignée	 5T33-Luc(+)-

CD38high	et	de	sa	contrepartie	CD38	négative	5T33-Luc(+)	nous	a	cependant	incités	à	tenter	une	

approche	 intermédiaire.	 L’idée	 derrière	 cette	 approche	 était	 d’utiliser	 le	 protocole	 habituel	 de	

ribosome	display	en	remplaçant	 la	protéine	cible	recombinante	par	des	extraits	membranaires	

permettant	ainsi	la	sélection	contre	CD38	murin	exprimé	par	la	cellule	dans	un	contexte	proche	

du	 contexte	 physiologique.	 Cette	 stratégie	 est	 cependant	 risquée	 car	 nous	 ne	 savons	 rien	 de	

l’intégrité	 des	 membranes	 après	 l’extraction,	 de	 la	 présence	 de	 RNases	 ou	 de	 protéases,	 de	
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ensuite	persisté	tout	au	long	des	tours	de	sélection	contre	les	membranes	du	fait	de	phénomènes	

de	rétention	aspécifiques	des	ARN	[212].		

	

Nous	décidons	de	vérifier	cette	hypothèse	en	testant	par	ELISA	de	groupe	les	banques	L5	et	L6	

issues	de	chacun	des	tours	de	la	sélection	II.	Cette	expérience	doit	nous	permettre	de	mettre	en	

évidence	le	tour	de	sélection	à	partir	duquel	l’enrichissement	des	banques	en	séquences	d’intérêt	

est	significatif.		

	

	

	

VII-Etude	des	banques	de	séquences	issues	de	la	sélection	II	

contre	rCD38m	 

	

	

A-Test	ELISA	

	

	 Les	 résultats	 obtenus	 lors	 de	 la	 sélection	 IV	 sur	 membranes	 nous	 laissent	 à	 penser	 que	

l’enrichissement	 des	 banques	 en	 séquences	 codant	 pour	 des	 Affitines	 anti-rCD38m	 peut	 être	

significatif	avant	le	tour	n5.	Pour	tester	cette	hypothèse,	nous	décidons	de	reprendre	toutes	les	

séquences	L5/L6	obtenues	à	l’issue	de	chacun	des	tours	(de	0	à	5,	0	correspondant	aux	banques	

générées	par	PCR	d’assemblage	mais	n’ayant	pas	encore	été	sélectionnées	et	5	correspondant	au	

dernier	 tour	 de	 la	 sélection).	 Ces	 séquences	 sont	 transcrites	 puis	 traduites.	 Les	 produits	 de	

traduction	sont	utilisés	pour	un	ELISA	polyclonal	afin	de	mesurer	l’enrichissement	des	banques	

en	séquences	anti-rCD38m	à	l’issue	de	chaque	tour.		

	 Les	 résultats	obtenus,	présentés	 figure	 55,	nous	montrent	que	 la	 sélection	contre	 rCD38m	

induit	un	enrichissement	significatif	des	banques	dès	la	fin	du	second	tour.	On	observe	en	effet	

pour	les	deux	banques	un	signal	ELISA	qui	devient	significatif	au	tour	2	pour	ensuite	atteindre	un	

plafond	dès	le	tour	3.	Ces	observations	témoignent	d’un	enrichissement	précoce	des	banques	en	

séquences	codant	pour	des	Affitines	anti-CD38.			
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apparait	 qu’aucune	 de	 celle	 que	 nous	 avions	 choisie	 au	 hasard	 n’est	 issue	 d’une	 famille	 de	

séquences	minoritaires.		

	 Parmi	 les	 séquences	 qui	 se	 maintiennent	 au	 fur	 et	 à	 mesure	 de	 la	 sélection,	 et	 qui	

reconnaissent	potentiellement	CD38,	nous	avons	pu	identifier	trois	autres	familles	de	séquences	

différant	 significativement	 de	 la	 famille	 largement	 majoritaire.	 Il	 sera	 intéressant	 de	 faire	

synthétiser	les	gènes	correspondant	à	ces	Affitines	pour	les	produire	et	les	tester	par	FACS	quant	

à	leur	capacité	à	reconnaitre	les	cellules	exprimant	CD38	à	leur	surface.	
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Discussion	
	

	

	 Cette	première	partie	de	mon	projet	de	thèse	s’est	intéressée	au	développement	de	protéines	

présentant	 des	 propriétés	 anticorps-mimétique,	 les	 Affitines,	 pour	 le	 ciblage	 du	 CD38.	 Notre	

objectif	était	de	sélectionner	par	ribosome	display	plusieurs	Affitines	anti-CD38	candidates	afin	

de	les	évaluer	pour	l’imagerie	TEP	du	myélome	multiple.	À	cette	fin,	il	était	prévu	que	le	projet	se	

déroule	en	plusieurs	étapes	:	production	des	protéines	recombinantes	CD38	cibles,	préparation	

des	banques	de	séquences,	sélection,	criblage,	caractérisation	physicochimique	des	Affitines	anti-

CD38	produites	et	expérience	d’immuno-TEP	dans	un	modèle	murin	syngénique	de	MM.		

	

	

	 L’étape	 de	 production	 des	 protéines	 recombinantes	 nous	 a	 permis	 d’obtenir	 rCD38m	 et	

rCD38h	à	l’échelle	du	milligramme.	Les	différents	tests	pratiqués	pour	valider	la	qualité	de	nos	

lots	 de	 production	 ont	 mis	 en	 avant	 la	 conservation	 des	 propriétés	 enzymatiques	

caractéristiques	 de	 la	 protéine.	 Le	 test	 de	 cinétique	 développé	 à	 cette	 occasion	 a	 prouvé	 son	

efficacité	pour	le	suivi	des	réactions	GDP-ribosyl-cyclase	et	GDP-ribose-hydrolase	(ADP-ribosyl-

cyclase	 et	 ADP-ribose-hydrolase	 avec	 le	 substrat	 naturel	 NAD+)	 catalysées	 par	 le	 CD38.	 Des	

expériences	 complémentaires	 réalisées	 avec	 des	 lignées	 cellulaires	 exprimant	 CD38	 incubées	

dans	 le	 milieu	 réactionnel	 ont	 également	 permis	 de	 visualiser	 ces	 activités.	 En	 plus	 de	 la	

production	 des	 protéines	 cibles,	 cette	 étape	 du	 projet	 a	 donc	 abouti	 à	 la	 mise	 au	 point	 d’un	

protocole	 de	 test	 pouvant	 s’avérer	 utile	 pour	 la	 recherche	 d’Affitines	 ou	 d’autres	 types	 de	

protéines	d’affinité	présentant	une	activité	inhibitrice.		

	

	 Le	 choix	 des	 banques	 de	 séquences	 utilisées	 a	 été	 réfléchi	 au	 sein	 de	 l’équipe	 et	 arrêté	 en	

considérant	 les	 derniers	 résultats	 obtenus	 pour	 les	 sélections	 les	 plus	 récentes.	 Auparavant	

basées	sur	la	séquence	de	la	protéine	Sac7d	(banques	L1	à	L4),	les	banques	ont	évolué	du	fait	de	

la	 caractérisation	 d’une	 nouvelle	 protéine	 archéale,	 Aho7c,	 qui	 présente	 des	 propriétés	

physicochimiques	plus	favorables	[187].	La	banque	L5,	issue	de	la	randomisation	de	10	positions	

d’acides	 aminés	 de	 cette	 protéine,	 a	 notamment	 été	 utilisée	 avec	 succès	 pour	 la	 sélection	

d’Affitines	spécifiques	de	la	protéine	humaine	recombinante	EpCAM	avec	une	affinité	de	110	pM	

[188].	Nous	avons	donc	généré	une	banque	analogue	supplémentée	par	une	deuxième	banque	

nommée	 L6,	 dérivée	 de	 L5	 par	 ajout	 d’une	 extension	 peptidique	 localisée	 entre	 les	 résidus	

aminés	27	et	28.	Cette	extension,	étendant	une	boucle	déjà	présente,	doit	permettre	de	favoriser	

la	 sélection	 d’Affitines	 capables	 de	 se	 lier	 à	 des	 épitopes	 concaves	 couramment	 retrouvés	 au	

niveau	 des	 sillons	 enzymatiques	 des	 protéines.	 Cette	 approche	 a	 déjà	 été	mise	 en	 pratique	 et	

validée	 par	 Correa	 et	 collaborateurs	 dans	 une	 étude	 visant	 à	 caractériser	 des	 Affitines	 anti-

glycosidase	[184].			
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	 L’approche	 adoptée	 afin	 de	 s’affranchir	 de	 ce	 problème	 a	 été	 de	 modifier	 le	 protocole	 de	

ribosome	 display	 en	 incluant	 l’utilisation	 de	 billes	 magnétiques	 directement	 couplées	 avec	 la	

protéine	 cible.	 Ce	 type	 de	 fixation	 permet	 d’éviter	 l’utilisation	 de	 protéines	 d’attache	 de	 type	

streptavidine.	 Cette	 stratégie	 s’est	 avérée	 pertinente	 puisque	 nous	 avons	 réussi	 à	 obtenir	 des	

Affitines	 spécifiques	du	CD38	murin	 recombinant.	 Il	 est	 cependant	à	noter	qu’une	 fraction	des	

clones	 sélectionnés	 à	 partir	 de	 la	 banque	 L6	 présentait	 toujours	 un	 fort	 signal	 contre	 la	

neutravidine	seule,	témoignant	de	la	persistance	d’Affitines	se	fixant	au	niveau	de	la	poche	de	la	

biotine	 (cf.	 figure	 47).	 Ce	 fort	 signal	mesuré	 en	ELISA	peut	 être	 lié	 à	 la	 structure	même	de	 la	

banque,	 qui	 du	 fait	 de	 la	 présence	 de	 la	 boucle	 peptidique	 étendue,	 va	 présenter	 une	 liaison	

facilitée	aux	épitopes	concaves.		

	

	 Les	 bons	 résultats	 obtenus	 à	 l’issue	 de	 la	 seconde	 sélection,	 avec	 70	 à	 80%	 des	 Affitines	

criblées	 par	 ELISA	 qui	 sont	 spécifiques	 de	 rCD38m	(cf.	 figure	 48	 et	 49)	 nous	 laissaient	

optimistes	quant	à	l’obtention	d’Affitines	capables	de	se	fixer	sur	la	protéine	CD38	exprimée	par	

les	cellules.	Malheureusement,	le	criblage	de	400	clones	issus	des	banques	L5	et	L6	sur	la	lignée	

5T33-Luc(+)CD38high	ne	nous	 a	 pas	 permis	 d’isoler	 d’Affitines	 intéressantes.	 Ce	 problème	 peut	

être	 lié	 à	 des	 différences	 dans	 l’accessibilité	 ou	 la	 conformation	des	 épitopes	 entre	 les	 formes	

recombinante	et	cellulaire	de	CD38.	La	colocalisation	de	la	protéine	cible	avec	d’autres	protéines	

partenaires	 comme	 le	 BCR,	 CD16	 ou	 CD19	 à	 la	 membrane	 peut	 notamment	 entrainer	 un	

masquage	potentiel	des	épitopes	reconnus	par	 les	Affitines	anti-rCD38m	[57].	D’autre	part,	 les	

différences	 de	 glycosylation	 entre	 les	 formes	 recombinante	 et	 native	 peuvent	 également	

constituer	un	problème	pour	la	reconnaissance	de	CD38,	protéine	pour	laquelle	les	groupements	

osidiques	comptent	pour	25%	du	poids	moléculaire	[43].	Si	les	variations	dans	les	processus	de	

glycosylation	 entre	 les	 cellules	 de	 mammifères,	 d’insectes	 et	 les	 bactéries	 sont	 bien	 connues	

[214],	 les	différences	 existant	 entre	 les	différentes	 lignées	de	 cellules	de	mammifères	utilisées	

pour	 la	 production	 de	 protéines	 recombinantes	 sont	moins	 documentées.	 Certaines	 études	 se	

sont	cependant	penchées	sur	ce	problème	et	ont	pu	mettre	en	évidence	la	variabilité	des	motifs	

glycosylés	 retrouvés	sur	une	même	protéine	produite	avec	différentes	 lignées	 [215],	 [216].	On	

peut	donc	supposer	que	ces	différences	de	glycosylation	vont	entrainer	 l’apparition	d’épitopes	

ne	présentant	pas	une	homologie	de	conformation	totale	entre	la	forme	recombinante	ou	native	

d’une	 même	 protéine.	 Ces	 différences	 peuvent	 également	 expliquer	 le	 manque	 d’affinité	 des	

Affitines	anti-rCD38m	pour	le	CD38	exprimé	à	la	membrane	des	cellules.	Ce	problème	n’est	pas	

limité	 aux	 Affitines,	 puisque	 des	 anticorps	 dirigés	 contre	 une	 même	 protéine	 peuvent	

reconnaitre	celle-ci	à	la	surface	de	certaines	lignées	cellulaires	l’exprimant	et	pas	d’autres	[217].		

	

	 Une	stratégie	de	masquage	d’épitope	a	ensuite	été	choisie	afin	de	résoudre	ce	problème	de	

reconnaissance	 du	 CD38	 murin	 cellulaire	 par	 les	 Affitines.	 Notre	 postulat	 de	 départ	 était	 le	

suivant	:	nous	avons	réussi	à	sélectionner	des	Affitines	anti-rCD38m	mais	celles-ci	ne	fixent	pas	

sur	 les	 lignées	 cellulaires	 CD38	 positives.	 Des	 différences	 d’accessibilité	 et	 de	 conformation	

d’épitopes	entre	 les	formes	recombinante	et	native	de	la	protéine	cible	peuvent	être	à	 l’origine	
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négatifs	soient	liés	à	une	utilisation	trop	tardive	dans	la	sélection,	à	partir	du	tour	3,	des	Affitines	

de	 masquage.	 Les	 expériences	 d’ELISA	 effectuées	 ultérieurement	 sur	 l’ensemble	 des	 banques	

L5/L6	à	 l’issue	de	 chaque	 tour	 (T0	à	T5)	ont	en	effet	montré	un	enrichissement	en	 séquences	

anti-rCD38m	commençant	de	 façon	 inhabituelle	dès	 le	 tour	2	 (cf.	 figure	 55).	Ces	 résultats	ont	

par	 la	 suite	 été	 confirmés	 par	 l’analyse	 NGS.	 Pour	 espérer	 faire	 fonctionner	 cette	 stratégie	

d’épitope	masking,	 nous	 aurions	 donc	 dû	 incuber	 les	Affitines	 de	 blocage	 avec	 rCD38m	dès	 le	

tour	 1	 de	 la	 sélection.	 Cette	 option	 n’avait	 pas	 été	 choisie	 d’emblée,	 du	 fait	 de	 la	 possibilité	

d’isoler	 des	 Affitines	 reconnaissant	 des	 complexes	 CD38-Affitine	 de	 masquage,	 hypothèse	

probable	 du	 fait	 de	 la	 très	 grande	 diversité	 de	 séquences	 présentes	 au	 tour	 1.	 L’obtention	 à	

postériori	 des	 résultats	 d’ELISA	 réalisés	 sur	 l’intégralité	 des	 banques	 L5/L6	 (T0	 à	 T5)	 nous	 a	

empêchés	de	disposer	du	temps	nécessaire	à	la	réalisation	de	cette	nouvelle	sélection.		

	

	 La	 dernière	 sélection	 réalisée	 avec	 les	 extraits	 membranaires	 s’est	 également	 avérée	 non	

productive.	Des	phénomènes	de	 rétention	aspécifique	des	 complexes	 ternaires	ARN-ribosome-

Affitines	 semblent	 en	 effet	 survenir	 pendant	 la	 sélection.	 Nous	 supposons	 qu’il	 s’agit	

majoritairement	 d’interaction	 entre	 les	 ARNm,	 négativement	 chargés	 et	 certaines	 protéines	

membranaires	 positivement	 chargées	 [212].	 Cette	 rétention	 aspécifique	 empêche	 donc	

l’obtention	d’Affitines	reconnaissant	des	épitopes	communs	à	la	forme	native	et	recombinante	du	

CD38.			

	

	 Le	séquençage	NGS	effectué	sur	la	banque	L5	issue	de	la	sélection	II	nous	a	permis	de	mieux	

comprendre	 les	 problèmes	 rencontrés	 pendant	 ce	 projet.	 Les	 résultats	 obtenus	 confirment	 les	

données	 de	 l’ELISA	 effectué	 sur	 la	 totalité	 de	 la	 banque	 L5	 (de	 T0	 à	 T5)	 utilisée	 pendant	 la	

sélection	II.	On	observe	en	effet,	dès	le	second	tour,	une	réduction	de	la	diversité	des	familles	de	

séquences	rencontrées.	Nous	pensons	donc	que	notre	sélection	a	entrainé	très	rapidement	une	

baisse	 drastique	 de	 la	 variabilité	 des	 séquences	 d’Affitines.	 Les	 grandes	 familles	 de	 séquences	

restantes	 correspondent	 très	 probablement	 à	 des	 protéines	 reconnaissant	 des	 épitopes	 non	

partagés	par	CD38	murin	 recombinant	 et	 son	homologue	 exprimé	à	 la	 surface	des	 cellules.	 Le	

NGS	 a	 également	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 certaines	 séquences	 plus	 minoritaires	 et	

potentiellement	non	criblées	en	cytométrie.		

Cette	 approche	 nous	 a	 donc	 permis	 de	 réaliser	 que	 la	 stratégie	 de	 criblage	 des	 clones	 par	

cytométrie	en	flux	pouvait	être	limitée	par	l’existence	de	ces	grands	clusters	de	séquences	dans	

le	cas	où	ces	derniers	ne	codent	pas	pour	des	Affitines	reconnaissant	la	protéine	CD38	exprimée	

à	la	membrane	des	cellules.	Le	nombre	de	clones	d’Affitines	analysé	par	cytométrie	peut	alors	se	

révéler	 insuffisant	pour	couvrir	 l’intégralité	des	différentes	familles	de	séquences	existantes	en	

fin	de	sélection.	Le	risque	est	alors	grand	de	passer	à	côté	de	familles	de	séquences	minoritaires	

présentant	des	propriétés	de	fixation	différentes	de	celles	du	cluster	majoritaire.	Notre	prochain	

objectif	 sera	 de	 produire	 les	 Affitines	 correspondant	 à	 ces	 séquences	minoritaires	 afin	 de	 les	

tester	sur	cellules.		
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L’approche	 de	 séquençage	 NGS	 mise	 en	 œuvre	 pour	 caractériser	 la	 distribution	 des	

séquences	en	cours	de	sélection	semble	prometteuse	et	elle	est	maintenant	mise	en	œuvre	pour	

les	nouvelles	sélections	d’Affitines.	Un	nombre	significatif	d’Affitines	différentes	pourra	ainsi	être	

testé	avec	l’avantage	que	la	synthèse	de	gène	correspondant	à	une	Affitine	(180	pb)	représente	

un	cout	de	seulement	80	€	aujourd’hui.	

	

	

	

	

	 Les	difficultés	expérimentales	rencontrées	pour	la	génération	d’Affitines	spécifiques	du	CD38	

cellulaire	 nous	 ont	 empêchés	 de	 mener	 à	 bien	 les	 expériences	 précliniques	 programmées	

pendant	 le	 temps	 imparti	 pour	 ce	 projet.	 Ces	 difficultés	 ne	 sont	 pas	 liées	 aux	 capacités	

intrinsèques	de	reconnaissance	des	Affitines	puisque	nous	avons	réussi	à	générer	des	Affitines	

spécifiques	 capables	 de	 distinguer	 le	 CD38	murin	 du	 CD38	humain	 et	 présentant	 des	 affinités	

probablement	 nanomolaires.	 L’obstacle	 majeur	 rencontré	 ici	 tient	 plutôt	 dans	 les	 différences	

existant	 entre	 une	 protéine	 recombinante	 purifiée	 et	 son	 équivalent	 naturel.	 Ainsi,	 toutes	 les	

précautions	 prises,	 toutes	 les	 vérifications	 de	 l’activité	 catalytique	 qui	 est	 en	 général	 un	 bon	

reflet	d’une	conformation	native,	n’ont,	à	priori,	pas	suffi	à	reproduire	l’état	dans	lequel	se	trouve	

CD38	à	la	surface	des	cellules.	

	 Les	analyses	effectuées	par	ELISA	et	par	NGS	sur	la	banque	L5	utilisée	pendant	la	sélection	II	

nous	ont	cependant	permis	de	mieux	comprendre	 les	difficultés	rencontrées.	Les	processus	de	

sélection	futurs	pourront	bénéficier	de	ces	nouvelles	connaissances	et	seront	adaptés	en	fonction	

(alternance	 de	 protéines	 d’attache	 de	 type	 streptavidine	 avec	 la	 protéine	 cible	 directement	

couplée	au	support,	contrôle	de	l’enrichissement	des	banques	dès	la	fin	du	deuxième	tour	et	non	

plus	 du	 cinquième,	 stratégie	 d’épitope	 masking	 enclenchée	 plus	 tôt	 dans	 la	 sélection	 si	

nécessaire,	analyses	NGS	systématiques	en	cas	de	difficulté).	Le	projet	Affitines	anti-CD38	n’est	

pas	 encore	 fini	 puisque	 l’espoir	 demeure	 d’identifier	 des	 protéines	 candidates	 pour	 la	 forme	

cellulaire	 parmi	 les	 séquences	 minoritaires	 mises	 en	 évidence	 pendant	 l’analyse	 NGS.	 Nous	

espérons	 donc	 voir	 ce	 travail	 aboutir	 afin	 de	 disposer	 d’Affitines	 pouvant	 être	 testées	 in	 vivo	

dans	notre	modèle	murin	syngénique	de	MM.	Notre	conviction	de	l’intérêt	de	ce	type	de	vecteur	

pour	 l’imagerie	 a	 de	 plus	 été	 récemment	 renforcée	 par	 la	 publication	 d’une	 étude	 préclinique	

conduite	par	la	société	Affilogic	rapportant	la	première	utilisation	d’Affitines	(nom	commercial	:	

Nanofitines)	 radiomarquées	 au	 fluor	 18	 pour	 l’imagerie	 TEP	 des	 tumeurs	 présentant	 une	

expression	 du	 récepteur	 de	 l’EGF	 [218].	 Ce	 travail	 confirme	 le	 potentiel	 des	 Affitines	 pour	

l’imagerie	 phénotypique	 avec	 une	 session	 d’acquisition	 TEP	 réalisée	 2h	 après	 l’injection	 du	

vecteur	permettant	de	visualiser	distinctement	les	tumeurs	EGFR+.	Malgré	les	limites	inhérentes	

au	modèle	murin	de	xénogreffe	utilisé,	cette	étude	autorise	un	premier	éclairage	sur	l’intérêt	des	

Affitines	 pour	 imagerie.	 En	 janvier	 2021,	 une	 autre	 étude	 préclinique	 portant	 sur	 l’utilisation	

d’une	Affitine	anti-HSP110	comme	agent	anti-tumoral	a	été	publiée	[219].	Ce	travail	a	permis	de	
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mettre	en	évidence	la	capacité	des	Affitines	à	jouer	non	plus	seulement	un	rôle	de	vecteur	mais	

aussi	 d’agent	 thérapeutique	 à	 part	 entière.	 La	 réalisation	 d’expériences	 de	 TEP-Scan	 afin	 de	

démontrer	 la	 spécificité	 de	 ciblage	 in	 vivo	 de	 l’Affitine	 anti-HSP110	 étudiée	 vient	 également	

renforcer	 l’intérêt	 porté	 à	 ces	 vecteurs	 pour	 une	 utilisation	 en	 imagerie.	 Les	 résultats	 de	 TEP	

publiés	montrent	en	effet	une	accumulation	spécifique	de	 l’Affitine	anti-HSP110	radiomarquée	

au	Gallium	68	 au	niveau	du	 tissu	 tumoral	 du	modèle	murin	 syngénique	utilisé.	 L’implantation	

sous-cutanée	 du	 tissu	 tumoral	 ciblé	 ne	 permet	 cependant	 pas	 de	 présager	 des	 résultats	 qui	

seraient	obtenus	dans	un	modèle	de	tumeurs	disséminées,	plus	proche	de	la	réalité	clinique.	Bien	

que	l’imagerie	TEP	ne	soit	pas	le	but	premier	de	cette	étude,	ces	résultats	apparaissent	comme	

prometteurs	et	renforcent	nos	convictions	quant	au	potentiel	de	ces	vecteurs	pour	le	diagnostic	

en	oncologie.			

	

	 De	manière	plus	générale,	le	développement	de	nouveaux	vecteurs	présentant	des	propriétés	

anticorps-mimétiques	 constitue	 un	 axe	 de	 travail	 majeur	 pour	 de	 nombreux	 groupes	 de	

recherche.	 Les	 différentes	 charpentes	 protéiques	 évoquées	 dans	 l’introduction	 (Nanobodies,	

Affibodies,	Darpins,	Affitines…)	sont	autant	de	pistes	sérieuses	permettant	d’envisager	dans	un	

futur	proche	l’émergence	d’une	imagerie	phénotypique	clinique	caractérisée	par	une	plus	grande	

spécificité	pour	le	tissu	tumoral.	Cette	considération	technique	est	renforcée	par	l’avantage	offert	

par	ces	nouvelles	technologies	de	ciblage	d’une	réduction	du	temps	passé	en	milieu	hospitalier	

pour	 le	patient	par	rapport	à	une	 imagerie	anticorps	plus	chronophage	du	 fait	des	paramètres	

pharmacocinétiques	 propres	 à	 ces	 molécules.	 Le	 coût	 de	 production	 de	 ces	 vecteurs,	

théoriquement	moins	élevé	que	celui	des	AcM	monoclonaux,	représente	également	un	avantage	

économique	d’importance.		

	

	 Le	développement	de	 ces	nouvelles	 classes	de	vecteurs	et	 la	 transition	vers	une	utilisation	

clinique	routinière	apparaît	donc	comme	une	opportunité	dans	le	cadre	du	développement	de	la	

médecine	personnalisée.	Mais	«	si	la	route	est	droite,	la	pente	est	forte	»	comme	l’ont	illustré	les	

difficultés	 rencontrées	 au	 cours	 de	 ce	 projet.	 L’effort	 de	 recherche	 à	 produire	 reste	 donc	

conséquent	 avant	 de	 pouvoir	 envisager	 un	 déploiement	 clinique	 à	 large	 échelle	 de	 ces	

technologies.			
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Matériels	et	méthodes		
	

	

	

I-Modèle	cellulaire	5T33	

	

	

	 La	lignée	cellulaire	murine	5T33	[220]	est	le	modèle	cellulaire	majoritairement	utilisé	au	sein	

de	notre	équipe	pour	les	travaux	d’imagerie	et	de	thérapie	du	MM	réalisés	dans	un	modèle	murin	

syngénique.	Cette	 lignée	va	 exprimer	 les	marqueurs	 conventionnels	du	MM	retrouvés	 chez	 les	

plasmocytes	malins	humains	 (CD138,	CD269,	CD319)	à	 l’exception	du	CD38.	La	 lignée	5T33	et	

son	équivalent	exprimant	la	luciférase	5T33-Luc(+)	ont	cependant	été	utilisées	pendant	ce	projet	

et	sont	décrites	ci-dessous.		

	

*5T33	:	

La	lignée	cellulaire	de	MM	murin	5T33	nous	a	été	aimablement	fournie	par	le	Dr.	Harvey	Turner	

(Service	de	Médecine	Nucléaire,		Hôpital	Fremantle,	Australie)	avec	la	permission	du	Dr.	Jiri	Radl	

(Institut	TNO,	Pays-Bas)	[220]	

	

*5T33-Luc(+):	

La	lignée	cellulaire	5T33-Luc(+)	a	été	générée	avant	mon	arrivée	au	laboratoire	par	transduction	

de	la	lignée	5T33	avec	un	vecteur	rétroviral	contenant	le	gène	codant	la	luciférase	comme	décrit	

précédemment	[221].	

	

	 Les	 différentes	 lignées	 cellulaires	 dérivées	 de	 5T33	 générées	 et/ou	 utilisées	 pendant	 ce	

projet	 sont	 cultivées	 en	 milieu	 RPMI	 1640	 (Gibco)	 supplémenté	 avec	 2mM	 de	 L-glutamine,	

100U/ml	de	pénicilline	(Invitrogen),	100µg/ml	de	streptomycine	(Invitrogen)	et	10%	de	sérum	

de	veau	foetal	décomplémenté	(SVF,	laboratoire	PAA)	à	37°C,	5%	de	CO2	et	95%	d’humidité.	Les	

cellules	 sont	 ensemencées	 à	 raison	 de	 0,1	M	 cellules/ml	 et	 sont	maintenues	 en	 culture	 à	 une	

concentration	inférieure	à	1,5	M	cellules/ml.		
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II-Mise	en	place	et	caractérisation	du	modèle	cellulaire	5T33-
Luc(+)CD38(+)		
	

	

	 L’absence	 d’expression	 du	 CD38	 par	 la	 lignée	 5T33	 nous	 a	 conduits	 à	 modifier	 cette	

population	 afin	 de	 disposer	 d’un	 modèle	 cellulaire	 exprimant	 la	 protéine	 d’intérêt.	 Les	

connaissances	 de	 notre	 groupe	 autour	 du	 modèle	 5T33	 et	 la	 faible	 expression	 du	 CD38	 par	

l’autre	 lignée	 de	 MM	 murin	 (MOPC315.BM)	 utilisée	 par	 l’équipe	 nous	 ont	 poussés	 à	 faire	 ce	

choix.	 Nous	 souhaitions	 de	 plus	 disposer	 de	 la	 composante	 luciférase	 pour	 notre	 modèle	

cellulaire	 afin	 de	 pouvoir	 localiser	 les	 lésions	 myélomateuses	 par	 BLI	 (bioluminescence)	 en	

amont	des	expériences	d’imagerie.	De	ce	fait,	la	lignée	5T33-Luc(+)	a	été	sélectionnée	pour	être	

modifiée.	 Une	 approche	 de	 transduction	 rétrovirale	 a	 été	 choisie	 pour	 induire	 l’expression	 de	

CD38	murin	dans	cette	lignée	du	fait	de	son	caractère	réfractaire	aux	protocoles	de	transfection	

classiques.			

	

	

A-Clonage	du	CD38	murin	dans	le	vecteur	pMX	
	

	 La	séquence	codante	du	CD38	murin	a	été	obtenue	par	extraction	des	ARN	totaux	de	la	lignée	

de	MM	murin	MOPC315.BM,	reverse	transcription	et	PCR.	La	séquence	est	ensuite	clonée	dans	le	

vecteur	rétroviral	pMX	[222].	Le	protocole	suivant	a	été	suivi	:			

	

a)	Extraction	des	ARN	totaux	de	la	lignée	MOPC315BM	

• Culture	de	la	lignée	MOPC315BM	en	milieu	RPMI	1640	supplémenté	jusqu'à	disposer	de	

5	millions	de	cellules.		

• Extraction	des	ARN	totaux	à	l’aide	du	kit	«	Nucleospin	RNA		II	»	(Macherey	Nagel)	utilisé	

selon	les	indications	du	fournisseur.		

	

b)	Reverse	transcription	

• La	 reverse	 transcription	 est	 effectuée	 à	 l’aide	 du	 kit	 «	Superscript	 II	 Reverse	

Transcriptase	»	(ThermoFischer).	Le	mix	suivant	est	réalisé	:	2	µg	d’ARN	totaux,	2	µl	de	

dNTP	10	mM,	1	µl	d’oligo(dT)	50	µM,	4	µl	de	buffer	5	x,	1	µl	de	DTT,	1	µl	de	RNaseOUT,	

1	µl	Reverse	Transcriptase	superscipt,	H2O	qsp	20	µl.		

• Incubation	1	h	à	50°C.	

• Incubation	15	min	à	70	°C.					

• Ajout	de	80	µl	d’H2O.	Les	ADNc	sont	conservés	à	-20°C.		

	 	

c)	PCR	d’amplification	de	CD38	sur	les	ADNc.	Les	sites	de	restriction	des	enzymes	SalI	et	HindIII	

sont	ajoutés	aux	amorces	sens	et	anti-sens	respectivement.		
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B-Transduction	de	la	lignée	5T33-Luc(+)	
	

	 Le	vecteur	pMX-CD38	murin	généré	lors	de	l’étape	précédente	est	utilisé	afin	de	transfecter	

la	 lignée	 cellulaire	 Phoenix-Ampho	 packaging	 cells	 (ATCC®	 CRL-3213).	 Cette	 lignée	 va	

permettre,	 après	 transfection,	 la	 génération	 des	 particules	 rétrovirales	 contenant	 la	 séquence	

CD38m.	Le	protocole	suivant	est	réalisé	:	

• La	 veille	 de	 la	 transfection,	 ensemencement	 d’une	 plaque	 6	 puits	 avec	 150	 000	 cellules	

Phoenix	par	puits	dans	4	ml	de	milieu	DMEM	4,5	g/L	glucose	supplémenté.		

• La	 transfection	 est	 réalisée	 à	 l’aide	 du	 kit	 «	Lipofectamine	 2000	 Transfection	 Reagent	»	

(ThermoFischer)	 utilisé	 selon	 les	 recommandations	 du	 fournisseur.	 Brièvement,	 pour	

chaque	puits	contenant	 les	cellules	à	 transfecter,	 le	milieu	DMEM	de	culture	est	remplacé	

par	2	ml	de	milieu	Opti-MEM	(Gibco)	sans	sérum.	Un	mix	contenant	325	µl	de	milieu	Opti-

MEM	 (Gibco),	 10	µl	 de	 lipofectamine,	 3,5	µl	 de	 PLUS-reagent	 et	 5	µl	 (3,5	µg)	 de	 vecteur	

pMX-CD38	 murin	 est	 ensuite	 ajouté.	 Une	 incubation	 sur	 4	 heures	 en	 incubateur	 est	

effectuée	(37°C,	5	%	de	CO2	et	95%	d’humidité).		

• Après	 l‘incubation,	 le	 milieu	 de	 transfection	 est	 remplacé	 par	 du	 milieu	 DMEM	 4,5	g/L	

glucose	supplémenté.		

• La	population	 transfectée	 est	 ensuite	 amplifiée.	 Lorsque	 les	 cellules	 sont	 à	 confluence,	 le	

surnageant	 contenant	 les	 particules	 rétrovirales	 est	 collecté,	 filtré	 à	 0,46	µm,	 puis	 utilisé	

pour	la	transduction	de	la	lignée	5T33-Luc(+).		

Les	particules	 rétrovirales	 générées	 sont	 utilisées	 afin	de	 transduire	 la	 lignée	5T33-Luc(+).	 Le	

protocole	suivant	est	suivi	:		

• Le	jour	de	la	transfection,	ensemencement	d’une	plaque	6	puits	avec	1,5	million	de	cellules	

5T33-Luc(+)	par	puits	dans	1,5	ml	de	milieu	RPMI	supplémenté.		

• Dépôt	 de	 1,5	ml	 de	 surnageant	 rétroviral	 sur	 les	 cellules.	 Ajout	 de	 3	µl	 de	 polybrème	

(Sigma-aldrich),	8	µg/ml	final	par	puits.		

• Centrifugation	de	la	plaque	à	2400	g	pendant	90	minutes.		

• Incubation	de	la	plaque	90	min	en	incubateur	(37°C,	5	%	de	CO2	et	95%	d’humidité).		

• Remplacement	du	milieu	de	transduction	par	du	milieu	RPMI	supplémenté	neuf.		

• Incubation	de	la	plaque	24	h	en	incubateur	(37°C,	5	%	de	CO2	et	95	%	d’humidité).	

• Le	 puits	 contenant	 les	 5T33-Luc(+)	 est	 de	 nouveau	 transduit	 avec	 1,5	ml	 de	 surnageant	

rétroviral.	 Le	même	protocole	 est	 suivi.	 Cette	 étape	de	 transduction	est	 répétée	3	 fois	 en	

tout.		

• Après	transduction,	 la	population	5T33-Luc(+)	est	amplifiée	puis	analysée	par	cytométrie	

en	flux	afin	de	s’assurer	de	la	réussite	du	protocole.		
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C-Clonage	et	sélection	des	clones	5T33-Luc(+)CD38(+)	
	

	 Une	semaine	après	la	transduction,	les	cellules	sont	clonées	en	plaque	96	puits	fonds	plats	à	

raison	de	0,3	cellules	par	puits.	Quinze	jours	après	l’ensemencement,	les	colonies	obtenues	sont	

transférées	 en	 flasque	 individuelle	 et	 maintenues	 en	 culture	 à	 des	 fins	 d’amplification	 de	 la	

population	 cellulaire.	 Un	 criblage	 par	 cytométrie	 en	 flux	 de	 ces	 différentes	 populations	 est	

ensuite	réalisé	afin	d’isoler	des	clones	exprimant	le	CD38.		

	

Le	protocole	suivant	est	utilisé	:	

• Pour	 chaque	population,	 dépôt	de	200	000	 cellules	par	puits	dans	une	plaque	96	puits	 à	

fond	conique.		

• Deux	 lavages	 PBS-BSA	 0,1	%,	 2	 fois	 150	µl	 par	 puits.	 Entre	 chaque	 lavage,	 la	 plaque	 est	

centrifugée	1	min	à	2500	g	afin	de	culotter	les	cellules.	Le	surnageant	est	retiré	par	flicking	

de	la	plaque.		

• Incubation	 avec	 un	 anticorps	 anti-CD38	 murin	 couplé	 à	 la	 phycoérythrine	 (eBioscience,	

clone	90)	dilué	à	2	µg/ml	en	PBS-BSA	0,1	%.	Incubation	1	h,	4°C.			

• Trois	 lavages	 PBS-BSA	 0,1	%,	 2	 fois	 150	µl	 par	 puits.	 Entre	 chaque	 lavage,	 la	 plaque	 est	

centrifugée	1	min	à	2500	g	afin	de	culotter	les	cellules.	Le	surnageant	est	retiré	par	flicking	

de	la	plaque.		

• Après	le	dernier	lavage,	le	culot	cellulaire	est	resuspendu	dans	200	µl	de	PBS.		

• Acquisition	des	résultats	par	cytométrie	en	flux	(calibur,	BD).	

Suite	 au	 criblage,	 10	 clones	 présentant	 des	 niveaux	 d’expression	 de	 CD38	 différents	 sont	

sélectionnés	et	amplifiés.	Un	phénotypage	des	marqueurs	CD38	et	CD138	est	réalisé	en	suivant	

un	protocole	identique	à	celui	observé	pour	le	criblage	des	populations	5T33	issues	du	clonage	

(voir	 ci-dessus).	 Seule	 l’étape	 d’incubation	 avec	 l’anticorps	 va	 différer.	 Les	 populations	

cellulaires	sont	en	effet	incubées	1	h	à	4°C	soit	avec	un	mix	d’anticorps	de	détection	(mix	1),	soit	

avec	un	mix	contenant	les	isotypes	contrôles	respectifs	de	ces	anticorps	(mix	2).	La	composition	

des	mix	est	détaillée	ci-dessous	:	

*Mix	1	:	AcM	anti-CD38	murin	PE	(Biolegend,	clone	90)	dilué	à	2	µg/ml	en	PBS-BSA	0,1	%.		

														AcM	anti-CD138	murin	APC	(Pharmingen,	clone	281-2)	dilué	à	2	µg/ml	en	PBS-BSA	0,1	%.	

*Mix	2	:	IgG2a,	κ	de	rat	PE	(Biolegend,	clone	MOPC-173)	dilué	à	2	µg/ml	en	PBS-BSA	0,1	%.	

	 									IgG2a,	κ	de	rat	APC	(Biolegend,	clone	RTK2758)	dilué	à	2	µg/ml	en	PBS-BSA	0,1	%.		

	

	 Après	analyse	des	résultats,	deux	clones	sont	sélectionnés	et	utilisés	pour	l’étude	in	vivo.	L’un	

des	clones	exprime	très	fortement	CD38,	l’autre	plus	faiblement.	Dans	la	suite	du	document,	ces	

populations	seront	nommées	respectivement	5T33-Luc(+)CD38high	et	5T33-Luc(+)CD38low.	

	

Les	 différentes	 populations	 5T33-Luc(+)CD38(+)	 générées	 sont	 conservées	 à	 -196°C	 dans	 une	

solution	de	SVF	contenant	10	%	de	DMSO	(Diméthylsulfoxyde).		
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	 b-Suivi	des	souris	C57BL/	KaLwRij	greffées	

	

	 Les	 animaux	 greffés	 font	 l’objet	 d’un	 suivi	 trihebdomadaire	 avec	 pesée,	 palpation	 et	

vérification	visuelle	de	leur	état	de	santé	global.	Un	suivi	hebdomadaire	du	développement	des	

lésions	myélomateuses	est	également	effectué	par	bioluminescence	(voir	détails	ci-dessous).	Les	

animaux	présentant	une	perte	ou	un	gain	de	poids	supérieur	à	10	%	de	leur	poids	initial	et/ou	

une	 paralysie	 des	 membres	 et/ou	 qui	 présentent	 un	 comportement	 anormal	 prolongé	

(prostration,	stéréotypie)	sont	sacrifiés	par	dislocation	cervicale	après	avoir	été	préalablement	

anesthésiés	à	l’aide	d’une	solution	d’isoflurane	5	%.		

	

	 En	 parallèle	 du	 suivi	 conventionnel,	 un	 suivi	 hebdomadaire	 du	 développement	 des	 lésions	

myélomateuses	 est	 effectué	par	bioluminescence.	Brièvement,	 les	 souris	 sont	 anesthésiées	par	

injection	intra-péritonéale	de	200	µl	d’une	solution	anesthésique	(composée	de	1	ml	de	kétamine	

à	 100	mg/ml	 (Panpharma)	;	 0,5	ml	 de	 xylazine	 à	 20	mg/ml	 (Bayer)	;	 et	 8,5	ml	 de	 PBS).	 Après	

anesthésie,	les	animaux	sont	injectés	en	intra-péritonéale	avec	100	µl	d’une	solution	de	luciférine	

à	 12	mg/ml	 (Interchim)	 5	 minutes	 avant	 d’être	 imagés.	 Les	 acquisitions	 sont	 réalisées	 en	

position	ventrale	et	dorsale	avec	 l’appareil	Photon	IMAGER	™	(Biospace	Lab)	sur	une	durée	de	

30	secondes.	Les	images	sont	analysées	avec	le	logiciel	M3Vision	™	(Biospace	Lab).	Ce	suivi	n’est	

pas	 réalisé	 pour	 les	 souris	 injectées	 avec	 la	 lignée	 5T33	 conventionnelle	 du	 fait	 de	 l’absence	

d’expression	de	la	luciférase.		

	

	

	

III-CD38	murin	:	Biodistribution	et	imagerie	TEP		

	

	

	 Les	souris	C57BL/KaLwRij	utilisées	pour	les	expériences	de	biodistribution	et	d’imagerie	ont	

été	achetées	chez	Envigo	et	hébergées	selon	les	conditions	décrites	précédemment.			

	

	

A-Modèles	murins	de	MM	:	modèle	tumoral	sous-cutané	ou	disséminé	

		

	 Deux	 types	 de	 modèles	 tumoraux	 de	 MM	 ont	 été	 utilisés	 pour	 ce	 projet	:	 un	 modèle	 de	

tumeur	 sous-cutanée	 (SC)	 et	 un	 modèle	 de	 tumeur	 disséminée	 (IV).	 La	 lignée	 5T33-

Luc(+)CD38high	établie	au	laboratoire	est	employée	comme	lignée	de	MM	CD38	positive,	la	lignée	

5T33-Luc(+)	comme	contrepartie	négative.		

	

	 Les	 souris	 du	modèle	 SC	 sont	 greffées	 en	 sous-cutané	 au	 niveau	 des	membres	 postérieurs		

gauche	 et	 droit	 avec	 respectivement	 2.106	 5T33-Luc(+)CD38high	 et	 2.106	 5T33-Luc(+)	 en	
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suspension	 dans	 100	µl	 de	 PBS.	 La	 greffe	 est	 réalisée	 13	 jours	 avant	 le	 début	 des	 sessions	

d’acquisition	TEP	et	les	expériences	de	biodistribution.							

	

	 Les	 souris	 du	modèle	 IV	 sont	 greffées	 par	 injection	 intraveineuse	 caudale	 de	 1.106	 5T33-

Luc(+)CD38high	suspendues	dans	100	µl	de	PBS.	La	greffe	est	réalisée	34	jours	avant	les	sessions	

d’acquisition	TEP.		

	

	 Les	animaux	greffés	SC	et	IV	font	l’objet	d’un	suivi	trihebdomadaire	avec	pesée	et	vérification	

visuelle	de	leur	état	de	santé	global	comme	décrit	précédemment.	Les	points	limites	conduisant	

au	sacrifice	de	l’animal	sont	identiques	à	ceux	décrits	précédemment	(cf.	Etude	in	vivo	des	clones	

5T33-Luc(+)CD38(+))	 Le	 développement	 des	 tumeurs	 SC	 et	 des	 lésions	 myélomateuses	 fait	

l’objet	 d’un	 suivi	 hebdomadaire	 par	 bioluminescence	 dans	 les	 mêmes	 conditions	 que	 celles	

décrites	précédemment.	

	

	

B-Couplage	et	radiomarquage	de	l’anticorps	

	

	 a-Anticorps	anti-CD38	murin		

	

	 L’anticorps	monoclonal	anti-CD38	murin	utilisé	pour	cette	étude	a	été	obtenu	auprès	de	 la	

société	BioLegend.	Il	s’agit	d’une	IgG2a,κ	de	rat,	dénommée	clone	90.		

	

	 b-Couplage	de	l’anticorps	anti-CD38	murin	

	

	 Le	 couplage	 du	 chélateur	 maléimide-DOTA	 (CheMatech)	 avec	 l’IgG	 anti-CD38	 murin	

(Biolegend,	 clone	 90)	 est	 effectué	 par	 les	 radio-chimistes	 du	 Centre	 de	 Recherche	 en	

Cancérologie	 Nantes-Angers	 (CRCINA,	 INSERM	 U1232,	 Nantes,	 France)	 selon	 le	 protocole	

suivant	:	

• Dilution	de	l’AcM	à	1	mg/ml	en	PBS-EDTA	0,02	%	afin	de	chélater	les	métaux	contaminants.		

• Ajout	 de	 210	 équivalents	 d’Iminothiolane	 (Sigma-Aldrich).	 Incubation	 pendant	 2	h	 à	

température	 ambiante	 sous	 agitation.	 Ce	 réactif	 va	 réagir	 sur	 les	 amines	 primaires	 pour	

former	un	groupe	sulfhydrile.		

• L’excès	 d’iminothiolane	 est	 éliminé	 avec	 une	 colonne	 gel	 filtration	PD10	 (GE	healthcare).	

L’anticorps	est	récupéré	en	sortie	de	colonne,	dosé	puis	concentré	à	4	mg/ml	en	PBS	EDTA	

0,02	%	à	l’aide	d’un	Amicon	Ultra-4	centrifugal	unit	(Millipore).	

• Le	 couplage	 est	 réalisé	 en	 ajoutant	 20	 équivalents	 maléimide-DOTA	 (CheMatech)	 à	 la	

solution	d’AcM.	Le	maléimide	vient	réagir	sur	 les	groupes	sulfhydriles	permettant	ainsi	 le	

couplage	 du	 DOTA	 à	 l’anticorps.	 Incubation	 sur	 la	 nuit	 à	 température	 ambiante	 sous	

agitation.		
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• L’excès	 de	maléimide-DOTA	 est	 éliminé	 avec	 une	 colonne	 gel	 filtration	 PD10	 	 (Sephadex	

G25,	GE	healthcare).	L’anticorps	est	récupéré	en	PBS	en	sortie	de	colonne.		

• L’absence	de	maléimide-DOTA	dans	la	solution	d’anticorps	est	vérifié	par	chromatographie	

en	phase	liquide	(UPLC,	Ultra	performance	liquid	chromatography).		

	 	

	 Une	fois	couplé,	une	mesure	du	nombre	moyen	de	ligands	mal-DOTA	couplés	par	anticorps	

est	réalisée	par	chromatographie	sur	couche	mince.	

	

	

	 c-Radiomarquage	de	l’anticorps	anti-CD38	murin	

	

	 Le	cuivre	64	(64Cu)	est	un	isotope	radioactif	du	cuivre	présentant	une	période	de	12,7h.	Cet	

émetteur	 de	 positons	 est	 produit	 par	 le	 cyclotron	 ARRONAX	 (GIP	 ARRONAX,	 Saint-Herblain,	

France).	Il	est	obtenu	par	bombardement	d’une	cible	de	nickel	64	avec	un	faisceau	de	deutons	de	

16MeV.	Il	est	délivré	en	solution	sous	la	forme	de	64CuCl2	HCl	0,1	N.			

	

Le	 radiomarquage	 de	 l’anticorps	 anti-CD38-mal-DOTA	 est	 effectué	 par	 les	 radio-chimistes	 du	

CRCINA	selon	le	protocole	suivant	:		

• L’AcM	est	incubé	en	tampon	acétate	d’ammonium	0,1M	(pH	7)	avec	une	solution	de	61	µl	de	

64CuCl2	 (408	 MBq,	 dissolved	 in	 HCl	 0.1	N)	 et	 6	 µl	 d’acétate	 de	 sodium	 2,5	M	 (pH	 7).	

Incubation	pendant	20	min	à	40°C.		

• Ajout	 de	 8	µl	 d’EDTA	 10mM	 (pH	 7)	 afin	 de	 chélater	 le	 cuivre	 non	 capté	 par	 le	 DOTA.	

Incubation	pendant	5	min	à	température	ambiante.	

• L’anticorps	 radiomarqué	 est	 purifié	 à	 l’aide	 d’une	 colonne	 gel	 filtration	 PD10	 (Sephadex	

G25,	GE	healthcare).	

• La	pureté	radiochimique	de	l’anticorps	est	vérifiée	par	chromatographie	sur	couche	mince	

(CCM).	Brièvement,	 l’AcM	radiomarqué	est	déposé	à	 la	base	d’un	support	en	silice	qui	est	

ensuite	 placé	 dans	 une	 phase	mobile	 composée	 de	 tampon	 citrate	 (0.1	M	;	 pH	 5).	 Après	

migration,	la	CCM	est	mise	5	min	à	exposer	sur	une	plaque	au	phosphore	photostimulable,	

qui	est	révélée	par	un	imageur	radiométrique	type	Cyclone	Plus	(Perkin	Elmer).	Le	logiciel	

d’analyse	Optiquant	permet	d’obtenir	des	radiochromatogrammes.	L’AcM	radiomarqué,	va	

du	 fait	de	 son	PM,	 rester	au	niveau	du	point	de	dépôt	 tandis	que	 le	 cuivre	 libre	éventuel	

migrera	dans	la	partie	supérieure	du	support.		
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	 d-Immunoréactivité	de	l’anticorps	anti-CD38	murin	mal-DOTA-64Cu	

	

	 L’immunoréactivité	d’un	anticorps	désigne	sa	capacité	à	se	fixer	de	manière	spécifique	sur	sa	

cible.	Cette	propriété	peut	être	altérée	notamment	 lorsque	 le	couplage	entraine	 la	présence	de	

ligands	au	niveau	du	paratope.	L’immunoréactivité	de	l’AcM	anti-CD38	murin	mal-DOTA-64Cu	est	

déterminée	à	 l’aide	de	billes	magnétiques	(Ademtech)	préalablement	couplées	avec	 la	protéine	

rCD38m.	 Le	 principe	 de	 ce	 test	 va	 être	 de	 créer	 un	 déséquilibre	 entre	 le	 nombre	 de	 sites	

antigéniques	disponibles	et	le	nombre	d’anticorps	en	défaveur	de	ces	derniers	(cf.	figure	59).	Ce	

déséquilibre	est	généré	en	incubant	une	quantité	de	billes	rCD38m	croissante	avec	une	quantité	

fixe	 d’AcM	 anti-CD38	 murin	 mal-DOTA	 64Cu.	 Lorsque	 le	 nombre	 de	 sites	 antigéniques	 est	

supérieur	au	nombre	d’AcM,	seuls	les	AcM	ayant	perdu	leur	immunoréactivité	vont	rester	dans	le	

surnageant.	La	mesure	de	la	radioactivité	de	la	fraction	contenant	les	billes	rCD38m	et	celle	de	la	

fraction	 de	 surnageant	 va	 nous	 permettre	 d’estimer	 l’immunoréactivité	 de	 l’AcM	 anti-CD38	

murin	mal-DOTA-64Cu.	Le	protocole	suivant	est	réalisé	:	

• Réalisation	 d’une	 gamme	 de	 billes	magnétiques	 rCD38m.	 10	µg,	 20	µg,	 40	µg,	 80	µg	 et	

160	µg	de	billes	sont	mis	en	suspension	dans	un	volume	final	de	100	µl	de	PBS.		

• Le	surnageant	est	éliminé	à	l’aide	d’un	portoir	magnétique	permettant	de	maintenir	les	

billes	le	long	de	la	paroi	du	tube.		

• Chaque	 tube	 contenant	 les	 billes	 est	 incubé	 avec	50	µl	 d’une	 solution	 contenant	 l’AcM	

anti-CD38	murin	mal-DOTA	64Cu	dilué	à	0,4	µg/ml	en	PBS-BSA	1	%.		

• Incubation	15	min	à	température	ambiante	sur	agitateur	rotatif.		

• Récupération	 des	 surnageants	 à	 l’aide	 du	 portoir	 magnétique.	 Les	 surnageants	 sont	

conservés	en	tubes	individuels.		

• Lavage	par	resuspension	des	billes	dans	100	µl	de	PBS-BSA	0,1	%.		

• Récupération	 des	 surnageants	 à	 l’aide	 du	 portoir	 magnétique.	 Les	 surnageants	 sont	

ajoutés	 dans	 les	 tubes	 correspondant	 précédemment	 utilisés.	 Volume	 final	 par	 tube	:	

150	µl.	 La	 radioactivité	 mesurée	 dans	 ces	 tubes	 va	 donc	 refléter	 la	 quantité	 d’AcM	

présents	qui	ne	se	sont	pas	accrochés	aux	billes	rCD38m.		

• Resuspension	 des	 billes	 dans	 150	µl	 de	 PBS-BSA	 0,1	%	 et	 transfert	 dans	 des	 nouveau	

tubes	individuels.	La	radioactivité	mesurée	dans	ces	tubes	va	refléter	la	quantité	d’AcM	

présents	fixés	aux	billes	rCD38m.	

• La	radioactivité	des	différents	échantillons	recueillis	est	mesurée	à	l’aide	d’un	compteur	

gamma	 (Beckman-Coulter)	 paramétré	 pour	 le	 64Cu.	 L’immunoréactivité	 de	 l’AcM	 est	

estimée	en	calculant	le	rapport	de	la	radioactivité	mesurée	pour	la	fraction	contenant	les	

billes	 sur	 la	 radioactivité	 totale	 (radioactivité	 de	 la	 fraction	 «	billes	»	 +	 radioactivité	

fraction	«	surnageants	»).	
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D-Etudes	d’imagerie	TEP-TDM	

	

	 Les	 sessions	 d’acquisition	 TEP-TDM	 ont	 été	 réalisées	 au	 Centre	 d’Imagerie	 Multimodale	

Appliquée	de	Nantes	(CIMA)	avec	l’aide	des	médecins	nucléaires	et	physiciens	du	CHU	de	Nantes.		

Les	 images	 corps-entier	 ont	 été	 réalisées	 sur	 une	 TEP-TDM	 petit	 animal	 Inveon	 (Siemens	

Medical	Solution)	équipée	de	détecteurs	de	type	LSO	(OxyorthoSilicate	de	Lutécium).	Les	images	

TDM	ont	 été	 acquises	 en	 premier	 et	 utilisées	 pour	 la	 correction	 d’atténuation	 (paramètres	 du	

tube	 à	 rayon	 X	:	 80	 kV	;	 500	 µA).	 Les	 images	 TEP	 ont	 été	 acquises	 pendant	 20	 minutes.	 Les	

sinogrammes	 3D	 ont	 été	 reconstruits	 selon	 l’algorithme	 de	 reconstruction	 itérative	 3D-OSEM	

puis	l’algorithme	MAP.	La	résolution	spatiale	de	la	micro-TEP	était	de	1,5	mm.	Le	post-traitement	

des	images	a	été	réalisé	à	l’aide	du	logiciel	«	Inveon	Research	Workplace	».		

	

	 L’imagerie	TEP	des	souris	des	modèles	SC	et	IV	a	été	réalisée	avec	du	18F-FDG	et	avec	l’AcM	

anti-CD38-murin-mal-DOTA-64Cu.	 Une	 souris	 saine	 a	 également	 été	 imagée	 avec	 l’AcM	 anti-

CD38-murin-mal-DOTA	 64Cu	 comme	 contrôle	 d’imagerie	 pour	 ce	 radionucléide.	 Le	 protocole	

expérimental	utilisé	est	détaillé	sur	la	figure	61	présentée	en	page	suivante.				

	 Pour	 l’imagerie	TEP	au	18F-FDG,	 les	souris	suivent	un	protocole	de	diète	(6	à	12	h)	avec	un	

accès	 libre	 à	 l’eau.	 Le	 jour	 de	 l’acquisition,	 les	 animaux	 sont	 placés	 sous	 lampe	 chauffante,	

anesthésiés	par	inhalation	d’isoflurane	5	%	puis	injectés	avec	100	µl	(10	MBq)	de	18F-FDG	par	la	

veine	caudale.	Les	souris	sont	maintenues	sous	anesthésie	pendant	1	heure	puis	imagées.		

	 Pour	l’imagerie	TEP	avec	l’AcM	anti-CD38-murin-mal-DOTA-64Cu	des	procédures	identiques	

ont	 été	 suivies	 à	 l’exception	 du	 protocole	 de	 diète	 et	 des	 temps	 d’imagerie	 (2	h	 et	 24	h	 PI).		

L’anticorps	 radiomarqué	 est	 injecté	 dans	 un	 volume	 de	 100	µl	 (10	MBq)	 par	 intraveineuse	

caudale.		
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Résultats	
	

	

	

I-Mise	en	place	et	caractérisation	des	lignées	cellulaires	5T33-
Luc(+)CD38(+)		
	
	
	 Les	 lignées	 cellulaires	 de	 myélome	 multiple	 murin	 5T33	 et	 MOPC315.BM	 ainsi	 que	 leurs	

équivalents	exprimant	 la	 luciférase,	5T33-Luc(+)	et	MOPC315.BM-Luc(+)	utilisées	par	 l’équipe,	

n’expriment	pas	le	CD38	(5T33,	5T33-Luc(+))	ou	très	faiblement	(MOPC315.BM,	MOPC315.BM-

Luc(+)).	Nous	avons	donc	 choisi	de	 générer	une	 lignée	exprimant	CD38	en	modifiant	 la	 lignée	

5T33-Luc(+)	 par	 transduction	 rétrovirale.	 L’obtention	 de	 cette	 lignée	 répondait	 à	 une	 double	

nécessité.	Nous	souhaitions	en	effet	disposer	d’une	lignée	de	MM	murin	exprimant	CD38	afin	de	

cribler	 par	 cytométrie	 les	Affitins	anti-rCD38m	 issues	 des	 sélections	mais	 aussi	 pour	mener	 à	

bien	 des	 expériences	 in	 vivo	 de	 biodistribution	 et	 d’imagerie.	 Le	 suivi	 par	 bioluminescence	

permettant	 la	 localisation	 chez	 l’animal	 des	 cellules	 après	 la	 greffe,	 nous	 avons	 choisi	 de	

développer	cette	lignée	à	partir	de	la	lignée	5T33-Luc(+).		

	

	 A	 l’issue	du	travail	de	transduction	rétrovirale	et	de	clonage,	 les	populations	obtenues	sont	

caractérisées	 in	 vitro	 pour	 leur	 expression	 du	 CD38.	 Une	 étude	 in	 vivo	 de	 prise	 de	 greffe	 des	

lignées	générées	est	réalisée	afin	de	mieux	caractériser	ce	nouveau	modèle	cellulaire.		

	

	

A-Clonage	et	caractérisation	des	clones	générés	
	

	 Cinq	 jours	 après	 la	 transduction	 rétrovirale,	 la	 lignée	 5T33	 Luciférase	 est	 analysée	 par	

cytométrie	en	flux.	Les	résultats	obtenus	mettent	en	évidence	une	expression	de	CD38	par	plus	

de	60%	des	cellules	(résultats	non	montrés).	La	population	est	clonée	puis	criblée	afin	d’isoler	

des	 clones	 5T33-Luc(+)	 présentant	 différents	 profils	 d’expression	 pour	 CD38	 (résultats	 non	

montrés).	 10	 clones	 5T33-Luc(+)CD38(+)	 sont	 retenus.	 Ces	 différentes	 populations	 sont	

sélectionnées	afin	de	disposer	d’un	panel	de	5T33-Luc(+)	exprimant	CD38	à	différents	niveaux.	

Ces	clones	sont	phénotypés	par	cytométrie	en	flux	pour	 leur	expression	de	CD38	et	CD138	(cf.	

figure	62)		
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d’AcM	disponible	en	vasculaire	permet	une	forte	fixation	spécifique	et	une	accumulation	dans	la	

tumeur.			

	
	

C-Conclusion	de	l’étude	de	biodistribution		
	

	 L’étude	 de	 la	 pharmacocinétique	 de	 l’AcM	 anti-CD38m	mal-DOTA	 64Cu	 dans	 un	modèle	 de	

MM	 syngénique	 a	 permis	 de	 souligner	 l’importance	 de	 la	 dose	 injectée.	 Avec	 50	µg	 d’AcM,	 on	

observe	une	accumulation	dans	la	rate	au	détriment	des	tissus	malins.	Cet	effet	«	éponge	»	de	la	

rate	 va	 entrainer	 une	 clairance	 rapide	 du	 compartiment	 sanguin	 défavorable	 à	 une	 fixation	

optimale	 de	 l’AcM	 au	 niveau	 des	 sites	 antigéniques	 tumoraux.	 On	 retrouve	 au	 niveau	 des	

tumeurs	 une	 activité	 analogue	 quel	 que	 soit	 le	 statut	 CD38	 du	 tissu,	 liée	majoritairement	 à	 la	

présence	d’AcM	libres	dans	les	vaisseaux.	Avec	160	µg	injectés,	le	pourcentage	de	la	dose	captée	

par	 le	 tissu	 splénique	 est	 moindre	 et	 la	 quantité	 d’AcM	 disponibles	 en	 vasculaire	 plus	

importante.	Ces	AcM	circulants	se	fixent	sur	les	sites	antigéniques	tumoraux	permettant	ainsi	de	

discriminer	les	tumeurs	CD38+	des	tumeurs	CD38-.		

	

	

	

IV-Etudes	d’imagerie	TEP	avec	l’AcM	anti-CD38m	mal-DOTA	64Cu	

	

	

	 Les	études	d’imagerie	TEP	de	l’anticorps	anti-CD38m	mal-DOTA	64Cu	ont	été	réalisées	dans	

un	modèle	murin	de	MM	syngénique.	Deux	modèles	tumoraux	sont	utilisés	ici	:		

-un	modèle	de	MM	sous-cutané	dans	lequel	les	souris	sont	greffées	au	niveau	des	pattes	droite	et	

gauche	avec	2	millions	de	cellules	5T33-Luc(+)	et	5T33-Luc(+)CD38high	respectivement.		

-un	modèle	de	MM	disséminé	dans	lequel	les	animaux	sont	greffés	par	IV	caudale	avec	1	million	

de	cellules	5T33-Luc(+)CD38high.		

Une	souris	saine	est	également	imagée	avec	l’anticorps	radiomarqué	afin	de	préciser	les	zones	de	

fixation	 physiologique	 du	 radiotraceur.	 Les	 images	 de	 TEP	 conventionnelle	 sont	 réalisées	 par	

injection	IV	de	10	MBq	de	18F-FDG.	Les	images	d’immuno-TEP	sont	réalisées	par	injection	IV	de	

160	µg	 d’un	 mélange	 d’AcM	 anti-CD38m	 (50	µg	 d’AcM	 anti-CD38m	 mal-DOTA	 64Cu	 +	 110	 µg	

d’AcM	anti-CD38m	non	couplé)	représentant	une	activité	de	10	MBq.	Aux	temps	préalablement	

définis	par	l’expérimentateur,	les	animaux	sont	imagés.		

	

	 Les	 sessions	 d’acquisition	 TEP-TDM	 ont	 été	 réalisées	 au	 Centre	 d’Imagerie	 Multimodale	

Appliquée	de	Nantes	(CIMA)	avec	l’aide	des	médecins	nucléaires	et	physiciens	du	CHU	de	Nantes.	
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	 La	 lésion	n3	apparaît	en	TEP	FDG	comme	étant	 localisée	au	niveau	de	 l’épiphyse	distale	du	

fémur	 droit.	 L’imagerie	 anticorps	 nous	 permet	 de	 préciser	 cette	 localisation	 puisqu’il	 apparaît	

que	cette	zone	d’hyperfixation	est	en	fait	constituée	de	deux	lésions	distinctes,	l’une	se	situant	au	

niveau	de	 l’épiphyse	distale	du	 fémur	droit,	 l’autre	 au	niveau	de	 l’épiphyse	proximale	du	 tibia	

droit	(lésion	3’	sur	la	partie	B	de	la	figure	74).	La	précision	apportée	tient		plus	à	la	position	de	

l’animal	sur	le	lit	d’examen	qu’à	un	éventuel	gain	de	sensibilité	apporté	par	l’immunoTEP.	Lors	

de	 l’acquisition	 FDG,	 les	 extrémités	 fémorales	 distale	 et	 tibiale	 proximale	 sont	 en	 effet	

superposées,	 ce	 qui	 empêche	 de	 dissocier	 les	 deux	 foyers	 tumoraux	 à	 l’image.	 On	 observe	

cependant	 une	 fixation	 plus	 forte	 avec	 l’anticorps	 qui	 permet	 de	 faire	 ressortir	 plus	

distinctement	les	zones	tumorales.		

	 La	 lésion	n4	est	 liée	à	une	rétention	du	18F-FDG	au	niveau	caudal	suite	à	un	problème	dans	

l’injection	 IV.	 On	 ne	 retrouve	 donc	 pas	 cette	 zone	 de	 fixation	 artefactuelle	 avec	 l’imagerie	

anticorps.		

	 La	 lésion	n5	correspond	à	une	 fixation	au	niveau	du	ganglion	 inguinal.	En	 immuno-TEP,	 ce	

foyer	 tumoral	 fixe	 d’avantage	 que	 le	 FDG.	 On	 distingue	 également	 avec	 l’AcM	 ce	 qui	 apparaît	

comme	étant	une	extension	de	la	 lésion	ou	un	territoire	ganglionnaire	voisin	également	envahi	

(lésion	5’	sur	la	partie	B	de	la	figure	74).	Ce	deuxième	foyer	n’apparaît	pas	sur	l’imagerie	TEP	au	

18F-FDG.		

	 La	lésion	n6	résulte	de	la	présence	d’un	foyer	tumoral	localisé	au	niveau	de	l’épiphyse	distale	

du	fémur	gauche.	Cette	lésion	est	visualisée	pour	les	2	modalités	d’imagerie	mais	l’immunoTEP	

fait	apparaître	la	lésion	plus	distinctement.		

	

	 L’imagerie	 anticorps	 permet	 de	 visualiser	 les	 lésions	 préalablement	mises	 en	 évidence	 au	

18F-FDG.	 Les	 lésions	 osseuses	 notamment	 apparaissent	 de	manière	 plus	 distincte	 en	 immuno-

TEP.	 La	 lésion	 hépatique	 est	 intéressante	 puisqu’elle	 est	 facilement	 identifiée	 avec	 l’anticorps	

malgré	 sa	 localisation	 dans	 un	 territoire	 d’accumulation	 physiologique	 du	 radiotraceur.	 Les	

atteintes	ganglionnaires	semblent	également	mieux	définies	en	immuno-TEP.		

Malgré	 ces	 observations,	 il	 apparaît	 ici	 très	 prématuré	 de	 conclure	 quant	 aux	 éventuels	

avantages	 de	 l’immuno-TEP	 sur	 l’imagerie	 TEP	 conventionnelle	 au	 18F-FDG.	 Ces	 résultats	

valident	 cependant	 l’approche	 d’imagerie	 phénotypique	 développée	 dans	 ce	 modèle	 et	

soulignent	 la	 pertinence	 du	 choix	 de	 la	 protéine	 CD38	 comme	 cible	 pour	 visualiser	 les	 foyers	

tumoraux.		

	

	 Afin	 de	 poursuivre	 l’exploration	 autour	 de	 l’imagerie	 immuno-TEP	 du	 CD38,	 d’autres	

animaux	 greffés	 en	 IV	 ont	 également	 été	 imagés.	 Ces	 souris	 ont	 fait	 l’objet	 d’une	 session	

d’acquisition	TEP	24	h	après	injection	de	l’AcM	anti-CD38	mal-DOTA	64Cu.		

On	retrouve	chez	la	première	souris	(cf.	figure	75,	(a,b,c))	des	lésions	osseuses	caractéristiques	

du	 MM	 localisées	 au	 niveau	 de	 l’épiphyse	 distale	 de	 l’humérus	 gauche	 et	 sur	 une	 vertèbre	

lombaire.	 Des	 foyers	 tumoraux	 osseux	 sont	 également	 visualisés	 chez	 la	 deuxième	 souris	 (cf.	

figure	75,	(d,e,f))	en	vertébral	(lésion	lombaire	et	lésion	sacro-coccygienne)	et	sur	le	tibia	droit.	
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D-Conclusion	de	l’étude	d’imagerie		

	

	 L’imagerie	immuno-TEP	de	la	souris	saine	(cf.	figure	71)	nous	a	permis	d’identifier	les	zones	

d’accumulation	 physiologique	 de	 l’AcM.	 On	 retrouve	 ici	 certaines	 observations	 apportées	 par	

l’étude	 de	 biodistribution,	 notamment	 l’intense	 fixation	 splénique	 et	 l’accumulation	 en	

hépatique.	D’autres	 territoires	 ignorés	 lors	de	 la	biodistribution	 (ganglions,	 glandes	 salivaires)	

apparaissent	à	l’imagerie.				

L’étude	du	modèle	tumoral	sous-cutané	nous	a	permis	de	confirmer	la	spécificité	de	l’AcM	anti-

C38m	 mal-DOTA	 64Cu	 in	 vivo	 (cf.	 figure	 72	 et	 73).	 On	 observe	 en	 effet	 une	 hyperfixation	

spécifique	du	tissu	tumoral	CD38+	avec	l’AcM.	Cette	spécificité	est	absente	de	l’imagerie	TEP	au	

18F-FDG	puisque	le	radiotraceur	s’accumule	dans	les	lésions	tumorales	indépendamment	de	leur	

statut	CD38.		

Enfin,	 le	 modèle	 tumoral	 disséminé	 nous	 a	 permis	 de	 valider	 l’approche	 d’imagerie	

phénotypique	ciblant	le	CD38.	Les	lésions	observées	en	TEP	au	18F-FDG	sont	en	effet	retrouvées	

en	 immuno-TEP	 (cf.	 figure	 74).	 L’étude	 de	 deux	 autres	 animaux	 présentant	 des	 lésions	

préalablement	 identifiées	 par	 BLI	 et	 retrouvées	 avec	 l’imagerie	 anticorps	 conforte	 également	

cette	approche	(cf.	figure	75).		

Cette	étude	ne	prétend	pas	conclure	quant	à	l’éventuelle	supériorité	de	l’immuno-TEP	du	CD38	

par	 rapport	 à	 la	 TEP	 conventionnel	 au	 18F-FDG.	 Au	 vu	 des	 résultats	 obtenus,	 il	 apparaît	

cependant	 que	 l’approche	 d’imagerie	 phénotypique	 ciblant	 le	 CD38	 murin	 dans	 un	 modèle	

syngénique	est	totalement	adaptée	à	la	localisation	des	foyers	tumoraux	myélomateux,	que	ceux-

ci	 soient	 localisés	 au	 niveau	 osseux	 ou	 en	 extramédullaire.	 Les	 zones	 d’accumulation	

physiologique	de	l’AcM	identifiées	lors	de	l’étude	de	biodistribution	ou	par	l’imagerie	TEP	de	la	

souris	 saine	 ne	 semblent	 pas	 constituer	 un	 problème	 majeur	 pour	 l’identification	 de	 lésions	

situées	dans	le	voisinage	immédiat.		
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Discussion	
	
	

	

	 Cette	 seconde	 partie	 de	 mon	 projet	 de	 thèse	 s’est	 intéressée	 à	 la	 biodistribution	 et	 à	

l’imagerie	 TEP	 du	 CD38	 murin	 dans	 un	 modèle	 murin	 syngénique	 de	 MM.	 Ce	 travail	 devait	

constituer	la	suite	logique	de	la	première	partie	relative	au	développement	d’Affitins	anti-CD38	

en	étant	consacrée	à	la	caractérisation	des	paramètres	pharmacocinétiques	de	ces	protéines	et	à	

leur	 intérêt	 potentiel	 pour	 l’imagerie	 TEP.	 Du	 fait	 des	 différentes	 problématiques	 rencontrées	

évoquées	 dans	 la	 première	 partie	 du	manuscrit,	 nous	 n’avons	 pas	 encore	 entrepris	 ce	 travail.	

Nous	avons	cependant	choisi	d’amorcer	cette	étude	autour	de	la	biodistribution	et	l’imagerie	en	

utilisant	un	anticorps	anti-CD38	murin	radiomarqué	au	cuivre	64.	Ainsi,	bien	que	ne	disposant	

pas	 du	 vecteur	 initialement	 prévu,	 les	 données	 recueillies	 autorisent	 une	 première	 vue	

d’ensemble	 permettant	 de	 mieux	 apprécier	 l’intérêt	 de	 l’imagerie	 phénotypique	 et	 plus	

particulièrement	du	ciblage	du	CD38	pour	la	localisation	des	foyers	tumoraux	myélomateux.		

	

	

	 Cette	 étude	 a	 tout	 d’abord	 nécessité	 la	 mise	 en	 place	 d’un	 nouveau	 modèle	 cellulaire	

exprimant	le	CD38	murin.	Les	lignées	5T33	et	MOPC315.BM	habituellement	utilisées	par	l’équipe	

pour	les	greffes	syngéniques	vont	en	effet	présenter	une	expression	nulle	ou	faible	de	la	protéine	

cible	respectivement.	L’étude	in	vivo	des	populations	5T33-Luc(+)CD38(+)	(5T33-Luc(+)CD38high	

5T33-Luc(+)CD38low)	 générées	 nous	 a	 permis	 de	 valider	 la	 conservation	 par	 ces	 lignées	 des	

propriétés	 de	 tumorigenèse	 et	 de	 dissémination	 caractéristiques	 de	 la	 population	 5T33	

originelle	[223],	[228].	La	greffe	de	lignée	5T33-Luc(+)CD38(+)	chez	des	souris	C57BL/KaLwRij	

nous	permet	donc	de	disposer	d’un	modèle	tumoral	syngénique	présentant	des	caractéristiques	

physiopathologiques	 proches	 du	MM	humain	 [229].	 L’expression	 physiologique	 de	 la	 protéine	

cible	par	certains	tissus	sains	renforce	également	cette	approche	en	préservant	les	potentielles	

interactions	spécifiques	vecteur/organes,	abolies	chez	les	animaux	xénogreffés	avec	des	cellules	

tumorales	 humaines,	 seules	 présentatrices	 du	 marqueur	 d’intérêt.	 De	 même,	 l’utilisation	 de	

souris	 immunocompétentes	 permet	 de	 conserver	 les	 relations	 système	 immunitaire	 /	 cellules	

myélomateuses,	 importantes	 dans	 cette	 pathologie	 [230].	 L’étude	 de	 biodistribution	 et	

d’imagerie	 TEP	 réalisée	 pendant	 ce	 projet	 repose	 donc	 sur	 l’utilisation	 d’un	 modèle	 murin	

tumoral	 sensiblement	 plus	 proche	 de	 la	 réalité	 clinique	 que	 d’autres	 modèles	 couramment	

utilisés	 en	 préclinique	 et	 basés	 sur	 la	 greffe	 de	 cellules	 humaines	 chez	 des	 animaux	

immunodéficients.	L’extrapolation	des	données	obtenues	par	 l’étude	de	modèles	syngéniques	à	

la	 clinique	 humaine	 reste	 cependant	 une	 gageure,	 aucun	 modèle	 animal	 ne	 pouvant	 recréer	

fidèlement	 la	 complexité	 et	 l’hétérogénéité	 des	 pathologies	 humaines.	 Si	 les	 observations	

consécutives	 à	 cette	 étude	 ne	 sont	 pas	 transposables	 de	 facto	 en	 clinique,	 elles	 permettent	

cependant	 d’esquisser	 un	 panorama	 et	 d’entrapercevoir	 les	 difficultés	 mais	 surtout	 les	
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opportunités	permises	par	l’immunoTEP	pour	le	diagnostic	et	le	suivi	des	patients	MM.			

	

	

	 L’étude	de	biodistribution	de	l’anticorps	anti-CD38	murin	radiomarqué	au	cuivre	64	dans	un	

modèle	murin	syngénique	sous-cutané	de	MM	a	permis	de	souligner	l’importance	de	la	quantité	

de	 vecteur	 injecté	 nécessaire	 afin	 d’obtenir	 une	 fixation	 spécifique	 significative	 au	 niveau	 du	

tissu	 tumoral.	 Avec	 50µg	 d’anticorps	 anti-CD38	 murin	 malDOTA	 64Cu,	 seule	 une	 faible	

accumulation	est	observée	en	tumoral	et	celle-ci	est	indépendante	du	statut	CD38	du	tissu.	Cette	

absence	de	fixation	spécifique	significative	va	être	liée	à	la	captation	par	différents	organes	de	la	

dose	 aboutissant	 à	 un	 appauvrissement	 de	 la	 quantité	 d’anticorps	 disponible	 dans	 le	

compartiment	sanguin.		

	 La	rate	est	l’organe	qui	va	présenter	l’accumulation	la	plus	importante	de	radiotraceur	(en	%	

de	 DI/g).	 Cette	 accumulation	 peut	 s’expliquer	 par	 l’addition	 de	 phénomènes	 de	 fixation	

spécifiques	(présence	de	populations	lymphocytaires	B	CD38+	[225])	et	aspécifiques	(liaison	aux	

récepteurs	Fcγ	[231])	favorisés	par	l’importante	vascularisation	de	cet	organe.	L’hypothèse	de	la	

présence	 de	 cellules	 myélomateuses	 5T33-Luc(+)CD38high	 n’est	 pas	 à	 écarter	 et	 pourrait	

contribuer	à	ce	phénomène	d’accumulation.	Une	colonisation	de	la	rate	par	la	 lignée	5T33	a	en	

effet	déjà	été	décrite	dans	la	littérature	[223],	[228]	et	observée	par	BLI	lors	de	l’étude	de	greffe	

IV	des	lignées	5T33-Luc(+)CD38(+)	présentée	dans	ce	document.	Pour	le	modèle	tumoral	sous-

cutané	utilisé	lors	de	l’étude	de	biodistribution,	de	telles	observations	n’ont	pas	été	reproduites	

et	 semblent	 moins	 probables	 même	 si	 nous	 ne	 pouvons	 pas	 écarter	 la	 possibilité	 de	

développement	de	foyers	tumoraux	spléniques	à	partir	de	cellules	issues	de	la	tumeur	primaire.	

Ce	 processus	 métastatique	 renforcerait	 la	 fixation	 de	 l’anticorps	 anti-CD38	 à	 la	 rate	 en	

accroissant	le	nombre	de	sites	antigéniques	présents	dans	ce	territoire.	La	réalité	biologique	de	

la	 forte	 accumulation	 splénique	 mesurée	 doit	 probablement	 résulter	 de	 l’addition	 de	 ces	

différents	phénomènes	même	s’il	nous	est	difficile	de	les	hiérarchiser	par	ordre	d’importance.	La	

rétention	 des	 AcM	 par	 ce	 site	 «	non	 cible	»	 va	 cependant	 affecter	 négativement	 la	 fixation	 au	

niveau	tumoral	en	diminuant	la	quantité	de	radiotraceur	disponible	en	vasculaire.		

	 	 Une	 fixation	 importante	 perdurant	 jusqu’à	 24	 h	 PI	 est	 également	 retrouvée	 en	 hépatique.	

Cette	dernière	est	probablement	liée	au	catabolisme	physiologique	des	AcM	par	le	foie,	principal	

organe	de	clairance	pour	ces	molécules	[226].	Le	relargage	de	cuivre	libre	ne	peut	pas	être	tenu	

comme	seul	responsable	de	 l’accumulation	observée	pour	 le	 foie	bien	que	ce	paramètre	puisse	

intervenir	de	manière	marginale.	Une	étude	similaire	menée	par	notre	équipe	avec	un	anticorps	

anti-CD138	murin	radiomarqué	au	zirconium	89	a	en	effet	abouti	à	des	observations	identiques	

quant	 à	 la	 fixation	 de	 l’AcM	 au	 foie,	 dédouanant	 ainsi	 un	 potentiel	 effet	 lié	 à	 la	 présence	 du	

radioélément	 seul	 après	 décomplexation	 [38].	 Il	 est	 à	 noter	 que	 l’isotype	 de	 l’anticorps	 utilisé	

lors	 de	 cette	 étude	 était	 identique	 à	 celui	 de	 l’anticorps	 anti-CD38	 murin	 présenté	 dans	 ce	

document	 (IgG2a,	 κ	 de	 rat).	 Les	 remarques	 formulées	 précédemment	 pour	 la	 rate	 quant	 à	 la	

présence	potentielle	de	cellules	5T33-Luc(+)CD38(+)	peuvent	être	 reconduites	pour	 le	 foie.	La	

littérature	 et	 nos	 propres	 expériences	 autour	 du	 modèle	 tumoral	 IV	 ont	 permis	 la	 mise	 en	
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évidence	 de	 foyers	 métastatiques	 en	 hépatique	 mais	 ce	 processus	 reste	 à	 démontrer	 dans	 le	

modèle	tumoral	SC	utilisé	dans	cette	étude.			

	 Plus	 généralement,	 la	 cinétique	d’absorption	des	AcM	par	 les	 tissus	 sains	va	 être	 favorisée	

par	 rapport	 à	 un	 tissu	 tumoral	 présentant	 une	 vascularisation	 plus	 désorganisée	 avec	 des	

valeurs	 de	 pressions	 interstitielles	 élevées.	 Au	 premier	 temps	 de	 biodistribution	 (2	 h	 PI),	 on	

retrouve	ainsi	des	valeurs	de	%	de	DI/g	importantes	dans	les	organes	les	plus	perfusés	comme	le	

cœur,	les	poumons	et	les	reins.	La	présence	de	l’anticorps	radiomarqué	dans	ces	compartiments	

décroit	 ensuite	 de	manière	 importante	 entre	 2	 h	 et	 24	 h	 PI,	 suivant	 la	 cinétique	 observée	 au	

niveau	sanguin.		

	 Ces	 différents	 paramètres	 pharmacocinétiques	 et	 particulièrement	 l’intense	 fixation	

splénique	et	hépatique	ont	également	été	mis	en	évidence	dans	une	étude	s’intéressant	à	la	RIT	α	

du	CD38	[232].	Ces	mécanismes	vont	participer	à	l’épuisement	de	la	quantité	d’anticorps	présent	

en	 vasculaire.	 Avec	 une	 dose	 initiale	 injectée	 de	 50µg,	 la	 quantité	 de	 radiotraceur	 circulant	

restante	est	donc	trop	faible	pour	permettre	une	occupation	optimale	des	sites	antigéniques	au	

niveau	des	lésions	myélomateuses	CD38	positives.		

	 Avec	une	quantité	d’anticorps	injectée	de	160µg	(50µg	d’anticorps	anti-CD38	malDOTA	64Cu	

+	110	µg	d’anticorps	anti	CD38	non	radiomarqué),	la	problématique	d’absorption	par	la	rate	est	

moins	marquée	du	fait	de	la	saturation	du	territoire	splénique.	La	quantité	d’AcM	disponible	est	

vasculaire	 et	 plus	 importante	 et	 permet	 une	 fixation	 spécifique	 au	 niveau	 du	 tissu	 tumoral	

exprimant	le	marqueur	d’intérêt.	

Ces	observations	soulignent	l’importance	cruciale	de	la	quantité	de	vecteur	injecté	nécessaire	à	

l’obtention	 d’une	 fixation	 spécifique	 significative	 au	 niveau	 du	 tissu	 tumoral.	 Les	 informations	

apportées	par	cette	étude	de	biodistribution	ont	été	complétées	par	un	travail	d’imagerie	mené	

avec	l’anticorps	anti-CD38	murin	radiomarqué.		

	

	

	 L’immuno-TEP	de	 la	 souris	 saine	 avec	 l’AcM	anti-CD38	murin	mal-DOTA	 64Cu	 confirme	 les	

enseignements	apportés	par	 l’étude	de	biodistribution.	A	24h	PI,	on	retrouve	en	effet	à	 l’image	

un	 léger	bruit	de	 fond	vasculaire	particulièrement	visible	autour	de	 la	région	cardiaque	(cœur,	

aorte,	 tronc	 supra-aortique).	 Le	 tractus	 gastro-intestinal	 apparaît	 également,	 bien	 que	 de	

manière	modérée,	 du	 fait	 de	 l’élimination	 physiologique	 d’une	 partie	 des	 AcM	 par	 cette	 voie.	

L’accumulation	splénique	mesurée	précédemment	apparaît	de	manière	très	nette	sur	les	images	

d’immunoTEP	effectuées	à	24H	PI.	On	observe	une	fixation	homogène	qui	épouse	les	contours	de	

l’organe.	La	même	constatation	est	faite	avec	le	foie,	très	visible	à	l’image.	On	note	également	une	

accumulation	 du	 radiotraceur	 dans	 certains	 territoires	 inexplorés	 pendant	 l’étude	 de	

biodistribution.	 Les	 ganglions	 axillaires	 et	 brachiaux	 vont	 notamment	 présenter	 une	 fixation	

importante	de	l’anticorps	liée	à	la	présence	de	populations	immunitaires	CD38+	[233],	[234].	Les	

glandes	 salivaires	 apparaissent	 également	 comme	 fixant	 le	 radiotraceur.	 Les	 raisons	 précises	

pouvant	expliquer	cette	fixation	restent	à	investiguer	dans	notre	modèle	bien	que	la	littérature	

rapporte	 la	présence	de	cellules	 immunitaires	CD38+	dans	cette	région	chez	 l’Homme	[235]	et	
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une	expression	du	CD38	par	les	cellules	acineuses	de	la	glande	salivaire	sublinguale	chez	le	rat	

[236].		

	

	 L’immuno-TEP	 réalisée	 chez	 le	 modèle	 murin	 tumoral	 SC	 nous	 a	 permis	 de	 valider	 la	

spécificité	 in	 vivo	 de	 l’AcM	 anti-CD38	 murin	 mal-DOTA	 64Cu.	 Les	 images	 d’immunoTEP	

permettent	 en	 effet	 de	 discriminer	 les	 tumeurs	 CD38+	de	 celles	 CD38-,	 ce	 qui	 n’est	 pas	 le	 cas	

avec	 les	acquisitions	de	TEP	conventionnelles	 réalisées	au	 18F-FDG	(cf.	 figure	 72	 et	 73).	Cette	

étude	 nous	 a	 permis	 un	 premier	 aperçu	 des	 performances	 de	 l’immunoTEP	 en	 confirmant	 la	

pertinence	de	ce	type	d’imagerie	pour	la	visualisation	de	lésions	myélomateuses	SC.	Nous	avons	

ensuite	souhaité	poursuivre	ce	travail	dans	un	modèle	tumoral	syngénique	disséminé	(IV),	plus	

proche	de	la	réalité	d’un	MM	que	le	modèle	tumoral	SC,	afin	d’investiguer	plus	en	profondeur	le	

potentiel	de	l’immunoTEP	anti-CD38.		

	

	 L’immunoTEP	 avec	 l’AcM	 anti-CD38	 murin	 mal-DOTA	 64Cu	 réalisée	 dans	 un	 modèle	

disséminé	de	MM	a	été	comparée	dans	un	premier	temps	avec	l’imagerie	TEP	conventionnelle	au	

18F-FDG.	Les	images	obtenues	à	24h	PI	avec	l’anticorps	montrent	un	très	bon	contraste	facilitant	

la	détection	des	différents	foyers	tumoraux	(cf.	figure	74).	On	observe	une	très	bonne	fixation	au	

niveau	 des	 lésions	 osseuses.	 L’accumulation	 de	 radiotraceur	 au	 niveau	 des	 tissus	 sains	

n’empêche	 pas	 la	 localisation	 de	 lésions	 situées	 au	 voisinage	 immédiat	 ou	même	 directement	

dans	 l’organe	 comme	 l’a	 montré	 la	 détection	 d’un	 foyer	 tumoral	 situé	 en	 hépatique.	 Ces	

différentes	 lésions	sont	retrouvées	avec	 la	TEP	au	18F-FDG	bien	qu’apparaissant	pour	certaines	

comme	moins	fixantes	(lésions	osseuses)	ou	moins	bien	délimitées	(lésion	hépatique	et	atteinte	

ganglionnaire).		

	 Les	 images	 d’immunoTEP	 réalisées	 chez	 2	 autres	 animaux	 présentant	 des	 lésions	

disséminées	 préalablement	 localisées	 par	 BLI	 (cf.	 figure	 75)	 permettent	 de	 renforcer	 les	

observations	 précédentes.	 Les	 lésions	 sont	 en	 effet	 visualisées	 distinctement	 et	 se	 dégagent	

clairement	du	bruit	de	fond	lié	à	la	fixation	physiologique	de	l’AcM.		

	

	

	 Cette	étude	de	biodistribution	et	d’imagerie	effectuée	dans	un	modèle	syngénique	de	MM	a	

permis	de	démontrer	l’intérêt	de	l’imagerie	phénotypique	anti-CD38	pour	la	détection	des	foyers	

tumoraux	 myélomateux.	 La	 sensibilité	 et	 la	 spécificité	 offertes	 par	 cette	 approche	 restent	 à	

investiguer	 plus	 en	 profondeur	 dans	 ce	 modèle	 mais	 les	 premiers	 résultats	 obtenus	 sont	

prometteurs	 et	 confortent	 les	 données	 d’immunoTEP	 obtenues	 avec	 un	 anticorps	 anti-CD138	

radiomarqué	 au	 cuivre	 64	 [38],	 [39].	 L’utilisation	 d’un	 modèle	 murin	 syngénique	 renforce	

considérablement	nos	résultats	puisqu’il	permet	 la	conservation	d’une	cartographie	épitopique	

physiologique	caractérisée	par	l’expression	du	marqueur	d’intérêt	par	les	tissus	sains	mais	aussi	

la	préservation	des	interactions	immunitaires,	prépondérantes	dans	le	MM.		

Le	 transfert	de	cette	approche	d’immunoTEP	anti-CD38	pour	 la	pratique	clinique	semble	donc	

présenter	 un	 intérêt	 à	 des	 fins	 diagnostiques	 mais	 également	 théragnostiques.	 Les	 résultats	
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prometteurs	 du	 daratumumab	 employé	 à	 des	 fins	 thérapeutiques	 en	 monothérapie	 ou	 en	

combinaison	 avec	 d’autres	 drogues	 ont	 considérablement	 renforcé	 l’intérêt	 porté	 à	 cette	

molécule	[237],	[238].	Les	premiers	résultats	de	l’essai	de	phase	I	du	daratumumab	radiomarqué	

au	cuivre	64	pour	l’imagerie	TEP	de	patients	MM	se	sont	de	plus	révélés	très	encourageants	et	

laissent	entrapercevoir	de	magnifiques	opportunités	pour	le	futur	de	l’immunoTEP	[83].		
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Conclusion	du	travail	de	thèse	
	
	
	
	 Le	 cancer	 représente	 la	 seconde	 cause	 de	 mortalité	 dans	 les	 pays	 de	 l’OCDE	 après	 les	

pathologies	 cardiovasculaires.	 Cette	 thématique	 de	 santé	 publique	 majeure	 nécessite	 la	

poursuite	 des	 efforts	 de	 recherche	 déjà	 entrepris	 afin	 d’affiner	 la	 compréhension	 de	 cette	

pathologie	complexe	et	ainsi	permettre	 l’émergence	de	nouvelles	stratégies	de	diagnostic	et	de	

thérapie.	

	

	 Parmi	 les	 différentes	 voies	 de	 recherche	 investiguées	 en	 cancérologie,	 l’utilisation	 de	

protéines	 d’affinité	 artificielles	 pour	 le	 ciblage	 tumoral	 représente	 une	 opportunité	 unique	

permettant	 d’envisager	 de	 nouvelles	 stratégies	 diagnostiques	 et	 thérapeutiques.	 Largement	

focalisés	 sur	 les	 anticorps	dans	un	premier	 temps,	 de	nombreux	 travaux	portent	 actuellement	

sur	 l’utilisation	 de	 charpentes	 protéiques	 alternatives	 présentant	 des	 propriétés	

pharmacocinétiques	plus	favorables	pour	l’imagerie.		

	

	 C’est	dans	ce	contexte	que	 l’équipe	du	Dr.	Frédéric	Pecorari	a	entrepris	de	développer	une	

nouvelle	 classe	de	protéines	d’affinité	 artificielles	 nommée	Affitine.	Nous	 avons	 choisi,	 dans	 le	

cadre	 de	 mon	 doctorat,	 de	 poursuivre	 ces	 travaux	 de	 recherche	 en	 les	 inscrivant	 dans	 la	

thématique	de	développement	de	 l’imagerie	phénotypique	du	MM	portée	par	 l’équipe	du	Prof.	

Michel	Chérel.	Le	CD38	a	été	 sélectionné	comme	protéine	cible	du	 fait	des	nombreuses	études	

précliniques	et	cliniques	ayant	démontré	la	pertinence	de	l’utilisation	de	ce	biomarqueur	pour	le	

ciblage	des	cellules	myélomateuses.			

	 Ainsi	le	but	de	mon	doctorat	était	de	générer	des	Affitines	anti-CD38,	de	les	caractériser	puis	

d’investiguer	la	faisabilité	et	l’intérêt	de	leur	utilisation	pour	le	ciblage	tumoral	et	l’imagerie	TEP	

dans	 un	modèle	murin	 de	MM.	Un	 travail	 d’imagerie	 basé	 sur	 l’utilisation	 d’un	 anticorps	 anti-

CD38	 radiomarqué	 au	 cuivre	 64	 a	 également	 été	 mené	 en	 parallèle	 afin	 de	 disposer	 d’un	

référentiel	auquel	comparer	les	expériences	d’imagerie	Affitine.		

	

	 La	 première	 partie	 du	 projet	 consacrée	 au	 développement	 in	 vitro	 d’Affitines	 anti-CD38	 a	

nécessité	de	nombreux	ajustements	 et	modifications	du	protocole	de	 ribosome	display	afin	de	

surmonter	 les	 différents	 obstacles	 auxquels	 nous	 avons	 été	 confrontés.	 En	 proposant	 des	

solutions	 créatives	 (billes	 magnétiques	 directement	 couplées	 avec	 la	 protéine	 CD38	

recombinante,	analyse	des	banques	de	séquence	par	NGS…),	nous	avons	réussi	à	résoudre	une	

majeure	 partie	 des	 difficultés.	 La	 dernière	 étape	 avant	 l’obtention	 d’Affitines	 anti-CD38	

utilisables	in	vivo	pour	l’imagerie	est	cependant	toujours	en	cours.	L’analyse	NGS	effectuée	sur	la	

sélection	II	nous	a	en	effet	permis	de	constater	que	certaines	familles	de	séquences	minoritaires	

avaient	 potentiellement	 échappé	 au	 processus	 de	 criblage	 par	 cytométrie	 en	 flux.	 Nous	



	
	

175	

concentrons	actuellement	nos	efforts	 sur	 ces	 familles	de	 séquences	afin	d’obtenir	des	Affitines	

capables	de	reconnaître	la	forme	cellulaire	de	CD38.		

	 La	 deuxième	 partie	 du	 projet	 consacrée	 à	 l’imagerie	 phénotypique	 «	anticorps	»	 nous	 a	

permis	 d’obtenir	 des	 résultats	 prometteurs	 qui	 confirment	 la	 pertinence	 du	 ciblage	 du	 CD38	

pour	 la	 détection	 des	 foyers	 tumoraux	 myélomateux.	 Le	 choix	 d’utiliser	 un	 modèle	 murin	

syngénique	 renforce	 nos	 résultats	 du	 fait	 de	 l’expression	 physiologique	 du	 CD38	 par	 certains	

tissus	sains.	Cette	étude	vient	de	plus	conforter	les	travaux	précédemment	réalisés	par	l’équipe	

autour	du	ciblage	du	CD138	dans	le	MM	en	soulignant	l’intérêt	de	l’imagerie	phénotypique	pour	

le	diagnostic.		

	

	 Ce	 projet	 et	 notamment	 la	 partie	 concernant	 le	 développement	 d’Affitines	 anti-CD38	 est	

toujours	 en	 cours	 à	 l’issue	 de	 mon	 doctorat.	 Bien	 que	 n’ayant	 pas	 encore	 pu	 conclure	

définitivement	sur	l’intérêt	de	l’imagerie	Affitine,	les	différentes	études	réalisées	nous	ont	permis	

d’effectuer	des	avancées,	des	différentes	adaptations	apportées	au	protocole	de	ribosome	display	

jusqu’aux	résultats	des	études	de	biodistribution	et	d’imagerie.	Ces	 travaux	ont	non	seulement	

mis	 en	 relief	 l’importance	de	 la	 stratégie	de	 sélection	 lorsqu’on	utilise	une	 cible	 recombinante	

dans	la	perspective	d’applications	cellulaires,	mais	aussi	celle	tout	aussi	décisive	de	la	stratégie	

de	 criblage.	 Ainsi	 ce	 travail	 de	 thèse	 constitue,	 à	 défaut	 d’une	 réponse	 définitive	 à	 la	

problématique	posée,	une	étape	intermédiaire	ayant	permis	l’acquisition	de	nouveaux	éléments	

de	compréhension.		
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Résumé : Le myélome multiple représente 10% 
des hémopathies malignes et demeure encore 

aujourd'hui incurable malgré les progrès 

réalisés au cours des deux dernières 
décennies. Dans ce contexte, le développement 

de nouvelles stratégies de vectorisation 

constitue un axe de recherche majeur. Les 
anticorps sont les molécules les plus utilisées 

pour le ciblage moléculaire mais leurs 

caractéristiques pharmacocinétiques et 
structurelles rendent leur usage non optimal 

pour des applications d’imagerie. Les Affitines 

sont des protéines d’affinité artificielle de faible 
poids moléculaire montrant une affinité et une 

spécificité comparables à celles des anticorps 
tout en présentant une stabilité accrue. Ces 

différentes caractéristiques font de ces 

protéines d’excellentes candidates à une 
utilisation en imagerie en alternative aux 

anticorps. 

 

Le but de ce travail de thèse était donc 
d’investiguer l’intérêt de cette nouvelle classe 

de vecteur pour l’imagerie phénotypique du 

myélome multiple. La première partie de cette 
étude a été consacrée au développement et à 

la caractérisation d’Affitines spécifiques de 

CD38, une glycoprotéine surexprimée par les 
plasmocytes malins. Ce travail est toujours en 

cours et sera poursuivi par l’évaluation 

préclinique des Affitines anti-CD38 identifiées. 
La seconde partie du doctorat a été consacrée 

à une étude d’imagerie basée sur l’utilisation 

d’un anticorps anti-CD38 radiomarqué au 
cuivre 64. L’objectif principal de cette étude 

était d’apporter un premier éclairage sur le 
ciblage du CD38 pour l’imagerie et de servir de 

point de comparaison avec les études 

similaires qui seront menées avec les Affitines 
anti-CD38 générées.  

 

 

Title : Development and preclinical characterization of anti-CD38 Affitins for positron  

           emission tomography imaging of multiple myeloma 
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Abstract : Multiple myeloma accounts for 10% 

of hematological malignancies and still remains 
incurable despite medical progress. In this 

context, new targeting strategies represent a 

major step forward which can improve patient’s 
diagnosis and therapeutic monitoring. 

Antibodies are the most widely used targeting 
molecules but their pharmacokinetic and 

structural characteristics make their use 

suboptimal for imaging applications. Affitins are 
artificial affinity proteins with low molecular 

weight that exhibit comparable affinity and 

specificity to those of antibodies while being 
highly stable. These different characteristics 

make Affitins excellent candidates for a use in 

imaging as an alternative to antibodies. The aim 
of this thesis was therefore to investigate  

 

. 

the interest of this new class of vector for 

phenotypic imaging of multiple myeloma. The 
first part of this work was devoted to the 

development and characterization of Affitins 

specific for CD38, a glycoprotein overexpressed 
by multiple myeloma cells. This study is still 

ongoing and will be followed by the preclinical 
evaluation of anti-CD38 Affitins. The second 

part of the thesis work was devoted to an 

imaging study based on the use of an anti-
CD38 antibody radiolabelled with copper 64. 

The main objective of this study was to shed a 

first light on CD38 targeting for imaging and to 
serve as a point of comparison with similar 

studies that will be conducted with the anti-

CD38 Affitins previously generated. 
 

 

 


