
PRODUCTION ANTICORPS MONOCLONAUX

Step 1: - I m m u n i s a ti o n d es  s o u r i s
H y b r i d o m es

ANTIGEN ( cellule 
m em b a r n e/  m i cr o -
o r g a n i sm es )  +  
AD J U V ANT

Ac d a n s sér um

P r élèv em en t d e la  r a t e
(so ur ce d e cellules)

Kolher a n d M i ls t ei n
P ri x  N ob el 1 9 8 4



PRODUCTION ANTICORPS MONOCLONAUX

Step 2: - Dépi s ta g e A n ti c o r ps pr o d u i t
H Y B R I DO M E S

Après  q q
s e m a i n e s

Dét e rm i n a t i o n d u t i t re d e  l’a c
(T e c h n i q u e :  - E L I S A /  c y t o m ét ri e )

T i t re f a i b le

B O O S T(An t i g e n e )

T i t re éle v é

B O O S T(An t i g èn e )
2 s e m a i n e s



PRODUCTION ANTICORPS MONOCLONAUX

Step 3: - P r epa r a ti o n  c el l u l es  M y el o m e
H Y B R I D O M E S

cellules  immortelles

+ 8  - Az a g u a n i n e

Cellules de m y élo m e

C roissa n ce ra p id e
H G P R T -

Ce l l u l e s  d e  m y él o m e



PRODUCTION ANTICORPS MONOCLONAUX

Step 4: - F u s i o n  M y él o m e a v ec  c el l u l es  d e r a te et Sel ec ti o n  d es  
h y b r i d o m es

H Y B R I D O M E S

FUSION
P E G

C e l l u l e s  m y él o m er a t e

h y b r i d o m e s

Fa c t e u r s
c r o i s s a n c e

H A T  M e d i u m

1. C u l t u r e  d e s  
c e l l u l e s  e n  p l a q u e s

2 . Dét e c t i o n d e s  
h y b r i d o m e s
v i a b l e s



PRODUCTION ANTICORPS MONOCLONAUX

Step 4: - C lo n a g e d e l’h y b r i d o m e en  d i lu ti o n  li m i te
H Y B R I D O M E S

A .  1  c ellu le pa r  pu i ts
B . T es t d es  s u r n a g ea n ts

C .  E x pa n s i o n  d es  
c lo n es  i n ter es s a n ts

Ascites

so u r is

C u l tu r e
T issu es



PRODUCTION ANTICORPS MONOCLONAUX

HYBRIDOMES



Utilisation des anticorps 
m onocloanau x

• D i a g n o s t i c  i n  v i t r o  :  i m m u n o l o g i e ,  
A n a t o m o p a t h o l o g i e ,  b a c t ér i o ,  v i r o l o g i e ,  
d o s a g e s  m éd i c a m e n t s ,  a n t i g èn e s  
t u m o r a u x ,  t e s t s  g r o s s e s s e … …

• I n  v i v o :  d ét e c t i o n  d e  t u m e u r s  m a i s  a u s s i  à
t i t r e  t h ér a p e u t i q u e  ( L y m p h o m e ,  a r t h r i t e  
r h u m a t o ïd e )  a p r ès  c h i m ér i s a t i o n o u  
h u m a n i s a t i o n



Traitements p ar antic o rp s mo no c l o anu x

1. TRANSGENIC
DNA SPLICING / GENE KNOCK 
OU T
2 . L IB RARIES
a . B ACT ER IOPH AGE
b .  m R NA
c .  Ce l l  Su r f a c e



FDA APPROVED MONOCLONAL ANTIBODIES

H2 0 0 3P so r i a si sRaptiva™G e n e n t e c h / X o m a

C1 9 9 7N o n -Ho d g k i n ’s L y m p h o m aRitu x an ®B i o g e n I d e c / G e n e n t e c h / R o c h e

M2 0 0 3N o n -Ho d g k i n ’s L y m p h o m a  B e x x ar ®Co r i x a / G l a x o S m i t h K l i n e
C2 0 0 4Co l o r e c t a l  Ca n c e rE r b itu x ™B MS / I m Cl o n e S y st e m s

H2 0 0 3A st h m a  X o l air ®N o v a r t i s/ G e n e n t e c h / T a n o x
P D2 0 0 2R h e u m a t o i d  A r t h r i t i sH u m ir a™A b b o t t / CA T
H2 0 0 1Ch r o n i c  L y m p h o c y t i c

L e u k e m i a
C am path ®S c h e r i n g  / I L E X  O n c o l o g y

H2 0 0 0A c u t e  My l e o i d L e u k e m i aM y l o tar g ™W y e t h
C1 9 9 8A c u t e  T r a n sp l a n t  R e j e c t i o nS im u l e c t®N o v a r t i s
C1 9 9 8Cr o h n ’s,  R h e u m a t o i d  A r t h r i t i sRe m ic ad e ®J  &  J

H
H

1 9 9 8
2 0 0 4

B r e a st  Ca n c e r
Co l o r e c t a l  Ca n c e r

H e r c e ptin ®
A vas tin ®

G e n e n t e c h / R o c h e
H1 9 9 8V i r a l  R e sp i r a t o r y  D i se a seS y n ag is ®Me d I m m u n e / A b b o t t
H1 9 9 7A c u t e  T r a n sp l a n t  R e j e c t i o nZ e n apax ®P D L I
M2 0 0 2N o n -Ho d g k i n ’s L y m p h o m aZ e val in ™B i o g e n I d e c

C1 9 9 4A c u t e  Ca r d i a c  Co n d i t i o n sRe o P r o ®J & J / E l i  L i l l y  
M1 9 8 6O r g a n  T r a n sp l a n t  R e j e c t i o nO r th o c l o n e -O K T ®O r t h o  B i o t e c h

Antibody 
T yp e  (2)

D a te  of  
F D A 

Ap p r ov a lI ndic a tionsN a m e  of  P r odu c t(1 )C om p a ny N a m e



Cellules T et Réc ep teur  p o ur  l’a n ti g èn e





TCR et Réc ep teu r  B  p o u r  
l’a n ti g èn e

TCR
• M e m b r a n a i r e
• P a s  d e  f o r m e  s o l u b l e
• I n te r a c ti o n  A g  /  r éc e p te u r  
e s t d e  f a i b l e  a f f i n i té/  A g  
A c =  n éc e s s i té d e  te s ts  
s e n s i b l e s  p o u r  l e s  m e ttr e  
e n  év i d e n c e

• T C R  s p éc i f i q u e  A g + C M H
• C o d é p a r  d e s  g èn e s  
d i f f ér e n ts  d e s  I g

s t r u c t u r e
• Hétér o d i m èr e  αβ o u  γ δ
• A s s o c i é a u  c o m p l e x e  
C D 3  p o u r  p e r m e ttr e  l a  
tr a n s m i s s i o n  d u  s i g n a l



TCR et cellules T
• A u  d éb u t  d e s  a n n ée s  7 0   d év e l o p p e m e n t  
d e  c l o n e s  d e  C e l l u l e s  T  c y t o t o x i q u e s  C T L  
d a n s  m o d èl e s  m u r i n s

• S o u r i s  i n f e c t ée s  p a r  v i r u s  d e  l a  
c h o r i o m én i n g i t e  ( L C M = l e u c o c y t i c  
c h o r i o m e n i n g i t i s )  p r o d u i s e n t  d e s  c e l l u l e s  
c a p a b l e s  d e  l y s e r  d e s  c e l l u l e s  i n f e c t ée s  in 
v it r o

• C e l l u l e s  i n c a p a b l e s  d e  s e  f i x e r  s u r  l e  v i r u s  
l i b r e  



TCR et cellules T

• P r o c e s s u s  d e  r e c o n n a i s s a n c e  d e s  A g  p a r  
c e l l u l e s  T  d i f f ér e n t  d e  c e l u i  d e s  A c

• E x p ér i e n c e s  d e  Z i n k e r n a g e l  e t  D o h e r t y  
1 9 7 4  d éf i n i t i o n  d e  l a  r e s t r i c t i o n  a u  s o i

P r i x  N o b e l  1 9 9 6
• M o d èl e  d o u b l e  r éc e p t e u r  o u  s o i  m o d i f i é?
• U n  s e u l  r éc e p t e u r



TCRTCR
•Hétér o d i m èr e s  αβ ( l e  
p l u s  s o u v e n t)  o u  γ δ  
( p l u s  r a r e m e n t)

• α,  β,  γ ,  δ m e m b r e s  d e  
l a  s u p e r f a m i l l e  d e s  
i m m u n o g l o b u l i n e s

•M o n o v a l e n t

•U n  d o m a i n e  v a r i a b l e  
V  s u r  c h a q u e  c h a în e  
a v e c  q u a tr e  r ég i o n s  
h y p e r v a r i a b l e s



• P r o d u c t i o n  d ’u n  g r a n d  n o m b r e  d ’a n t i c o r p s  
m o n o c l o n a u x  d i r i g és  c o n t r e  d i v e r s  c l o n e s  
d e  c e l l u l e s  T  p u i s  c r i b l a g e  p o u r  t r o u v e r  u n  
a n t i c o r p s  s p éc i f i q u e  d ’u n  c l o n e  ( a n t i c o r p s  
c l o n o t y p i q u e )  =  i s o l e m e n t  d u  r éc e p t e u r  T  
p o u r  l ’a n t i g èn e

TCR et cellules T
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Voie d’a c t iv a t ion  de l a  c el l u l e T

ZAP70 = ζ a c t i v a t i n g p r o t e i n





Gén e c h r o m o s o m e V D J C

Chaine α 14 50 6 1 1

Chaine δ 14 3 3 3 1

Chaine β 7 6 7 2 14 2

Chaine δ 7 14 5 2
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• rôl e  de s  e n z y m e s  R A G -1  e t  R A G -2  
( R e c o m b i n a t i o n  A c t i v a t o rs  G e n e s   c o m m e  
p o u r l e  réa rra n g e m e n t  de s  g èn e s  
d’i m m u n o g l o b u l i n e s )

• m a i s  p a s  de  réa rra n g e m e n t  de s  g èn e s  
d’i m m u n o g l o b u l i n e s  da n s  l e s  l y m p h o c y t e s  
T  n i  de  réa rra n g e m e n t  de s  g èn e s  du  T C R  
da n s  l e s  l y m p h o c y t e s  B
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Pas d’h y p e r m u t at i o n  so m at i q u e  
p o u r  l e  T C R
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CD3 : le module de 
t r a n s duc t i on  de s i g n a l du T CR
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• E ns e m b le  d e  t r o i s  d i m èr e s  q u i  
n’i nt e r v i e nne nt  p a s  d a ns  la  
r e c o nna i s s a nc e  d u  p e p t i d e  ( ne  p a s  
c o nf o nd r e  C D 3  e t  C D R 3 )  e t  q u i  p a r t i c i p e nt  
à la  t r a ns d u c t i o n d u  s i g na l

• C e r t a i ns  a nt i c o r p s  d i r i g és  c o nt r e  le  C D 3  
c o u r t -c i r c u i t e nt  le  T C R  e t  d éc le nc h e nt  
l’a c t i v a t i o n c e llu la i r e
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• L’a f f i n i t é d e  l’i n t e r a c t i o n  d u  T C R  a v e c  le   
c o m p le x e  p e p t i d e -C M H  e s t  f a i b le .  Des 
c o r éc ep t eu r s so n t  n éc essa i r es

• I n t e r v i e n n e n t  d a n s  l’a c t i v a t i o n  c e llu la i r e  
s o i t  e n  a u g m e n t a n t  l’a v i d i t é g lo b a le  d e  
l’i n t e r a c t i o n  d u  T C R  p o u r  le  c o m p le x e  
C M H -p e p t i d e  e t / o u  e n  e n v o y a n t  d e s  
s i g n a u x  v e r s  l’i n t ér i e u r  d e  la  c e llu le
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•• M e m b r e s  d e  l a  M e m b r e s  d e  l a  
s u p e r f as u p e r f a -- m i l l e  d e s  Igm i l l e  d e s  Ig

•• C D 4  :  m o n o mC D 4  :  m o n o m èèr er e
•• C D 8  :  ho m oC D 8  :  ho m o -- o u  o u  
hhééttéér o d i mr o d i m èèr er e

•• C D 4  :  l y m p ho c y te s  TC D 4  :  l y m p ho c y te s  T hh ;  ;  i n te r a c ti o n  a v e c  C M H  i n te r a c ti o n  a v e c  C M H  
IIII

•• C D 8  :  l y m p ho c y te s  TC D 8  :  l y m p ho c y te s  T cc ;  ;  i n te r a c ti o n  a v e c  C M H  i n te r a c ti o n  a v e c  C M H  II
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Le CD4 se lie à u n e p o r t io n  non 
p ol y m or p h i q u e d e la  c h a în e β
d u  CM H  I I   à di s t a nc e  du  s i t e  
d’i nt e r a c t i on a v ec  le T CR
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Le CD8 se lie à u n e 
p o r t io n  non 
p ol y m or p h i q u e d e la  
c h a în e α d u  CM H  I   à
di s t a nc e  du  s i t e  
d’i nt e r a c t i on a v ec  le 
T CR
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• C D 4  e t  C D 8  a u g m e n t e n t  j u s q u ’à 1 0 0  f o i s  
l’a f f i n i t é g lo b a le  d e  l’i n t e r a c t i o n  e n t r e  le  
T C R  e t  le  c o m p le x e  p e p t i d e -C M H

• E n  o u t r e ,  v i a  le u r  d o m a i n e  
i n t r a c y t o p la s m i q u e  i ls  a c t i v e n t  d i r e c t e m e n t  
d e s  s y s t èm e s  d e  t r a n s d u c t i o n  d e  s i g n a l à
l’i n t ér i e u r  d e  la  c e llu le
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• T o l ér a n c e p ér i p h ér i q u e
• Réa c t i v i t é c r o i s ée
• M i m ét i s m e m o l éc u l a i r e
• I n f ec t i o n s  et  r u p t u r e d e t o l ér a n c e
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Mort cellulaire
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CD45 RA : marqueur de cellules naïv es
CD45 RO  : marqueur de cellules mémo i res

seul le pool des cellules mémoi r es est  a ut oen t r et en u
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• U n e  f o i s  l e  p o o l  de  l y m p h o c y t e s  T  m a t u r e s  
ét a b l i s  e n  p ér i p h ér i e ,  l a  t h y m e c t o m i e  n ’a  p l u s  
d’e f f e t  s u r  l e  n o m b r e  de  l y m p h o c y t e s  T  da n s  
l e  s a n g  o u  da n s  l e s  o r g a n e s  l y m p h o ïde s

• L a  t h y m e c t o m i e  c h e z  l ’a du l t e  o u  l e  g r a n d 
e n f a n t  n e  p r o vo q u e  p a s  d’i m m u n o déf i c i e n c e  
g r a ve  s a u f  s i  l ’i n di vi du  s u b i t  p a r  l a  s u i t e  u n e  
dép l ét i o n  l y m p h o c y t a i r e  s évèr e  
( c h i m i o t h ér a p i e ,  r a di o t h ér a p i e ,  i n f e c t i o n  
vi r a l e )  q u i  n e  p o u r r a  p l u s  êt r e  c o m p e n s ée  p a r  
u n  a p p o r t  de  n o u ve l l e s  c e l l u l e s



Lymphopoï è s e  t hymi q u e
• B i e n  q u e  n o n  e s s e n t i e l l e  a u  m a i n t i e n  
d’u n  n o m b r e  n o r m a l  de  l y m p h o c y t e s  T ,  
l a  l y m p h o p o ï è s e  t h y m i q u e  j o u e  u n  r ôl e  
da n s  l e  r e n o u v e l l e m e n t  du  r ép e r t o i r e  e t  
l e  m a i n t i e n  de  l a  di v e r s i t é

• L a  l y m p h o p o ï è s e  t h y m i q u e  di m i n u e  
f o r t e m e n t  a v e c  l ’â g e  m a i s  n e  s e  t a r i t  
j a m a i s





Involution thymique
• L e  t h y m u s  i n v o l u e  a v e c  l ’ â g e

– l a  t h y me c t o mi e  c h e z  l ’a d u l t e  v o i r e  c h e z  l e  
gr a n d  e n f a n t  n e  p r o v o q u e  p a s d e  
l y mp h o p én i e  T  ( a b a i sse me n t  d u  n o mb r e  d e  
l y mp h o c y t e s T )  c a r  l e s l y mp h o c y t e s T  
mémo i r e s se  d i v i se n t  c o n t i n u e l l e me n t  e t  
ma i n t i e n n e n t  u n  n o mb r e  c e l l u l a i r e  c o n st a n t

– l a  l y mp h o p o ï è se  t h y mi q u e  n ’e st  t o u t e f o i s 
j a ma i s a b o l i e ,  même  c h e z  d e s su j e t s âgés



Rép o n s e s  l y m p h o c y t a i r e s  T
• D e u x  t y p e s  d e  r ép o n s e s  a p r ès  i n t e r a c t i o n  
a v e c  l ’a n t i g èn e  e n  p ér i p h ér i e
– d i f f ér e n c i a t i o n  a u x i l i a i r e  ( l y m p h o c y t e s  C D 4 +)

• séc r ét i o n  d e  c y t o k i n e s e t  e x p r e ssi o n  m e m b r a n a i r e  
d e  l i g a n d s f a v o r i sa n t  l ’a c t i v a t i o n  d ’a u t r e s t y p e s 
c e l l u l a i r e s
– l y m p h o c y t e s  B ,  l y m p h o c y t e s  T  c y t o t o x i q u e s ,  
m a c r o p h a g e s ,  c e l l u l e s  N K ,  e t c .

– d i f f ér e n c i a t i o n  c y t o t o x i q u e  ( l y m p h o c y t e s  
C D 8 +)



Rép o n s e s  « h e l p e r »
• A p r ès  a c t i v a t i o n  p a r  l ’a n t i g èn e ,  l e  
l y m p h o c y t e  a u x i l a i r e  C D 4 + s u b i t  u n e  
« s u p e r s p éc i a l i s a t i o n » s e l o n  l e  t y p e  d e  
c e l l u l e  q u ’i l  v a  « a i d e r »
– a i de  a u x  l y m p h o c y t e s  B  e t  à l a  p r o du c t i o n  
d’a n t i c o r p s  :  l y m p h o c y t e s  a u x i l i a i r e s  T h 2

– a i de  a u x  l y m p h o c y t e s  T  c y t o t o x i q u e s ,  a u x  N K  
e t  a u x  m a c r o p h a g e s  :  l y m p h o c y t e s  a u x i l i a i r e s  
T h 1



Lymphocytes CD4+ T h1  et 
T h2

• I l s  s e  d i s t i n g u e n t  f o n d a m e n t a l e m e n t  p a r  
l e  t y p e  d e  c y t o k i n e s  q u ’i l s  s éc r èt e n t



Cytokines Th1 et Th2
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• D a n s  c e rt a i n s  c a s ,  l a  rép o n s e  
i m m u n i t a i re  e s t  p o l a ri s ée ,  c ’e s t -à-di re  
q u ’e l l e  v a  s e  c a ra c t éri s e r s u rt o u t  p a r 
u n e  p ro du c t i o n  d’a n t i c o rp s  a v e c  p e u  
d’a c t i v a t i o n  de  c e l l u l e s  c y t o t o t o x i q u e s  e t  
de  m a c ro p h a g e s  o u  v i c e -v e rs a

• C’e s t  l e  t y p e  de  l y m p h o c y t e  T  a u x i l i a i re  
q u i  v a  dét e rm i n e r l a  p o l a ri s a t i o n  de  l a  
rép o n s e



Contrôl e  réc i p roq u e  d e s  
rép ons e s  T h 1  e t T h 2

• L e s  c y t o k i n e s  de  t y p e  T h 1  ( I F N -γ)  
i n h i b e n t  l e  dév e l o p p e me n t  de  r ép o n s e s  
de  t y p e  T h 2  e t  l e s  r ép o n s e s  h u mo r a l e s  
e l l e s -même s  e t  l e s  c y t o k i n e s  de  t y p e  
T h 2  ( I L -4 ,  I L -1 0 ,  I L -1 3 )  i n h i b e n t  l e  
dév e l o p p e me n t  de s  r ép o n s e s  de  t y p e  
T h 1  e t  l e s  c e l l u l e s  c y t o t o x i q u e s  e l l e s -
même s



PolarisationTh1 ou Th2?
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Les lymphocytes T αβ et les 
lymphocytes T γ δ cor r espon d en t 
en  f a i t à d es li g n ées cellu la i r es 
différ e n t e s  et possèd en t d es 
pr opr i étés différ e n t e s .  .  
Les d on n ées cla ssi q u emen t 
a d mi ses a u  su j et d u  lymphocyte T 
con cer n en t essen ti ellemen t le 
lymphocyte T αβ



Lymphocytes T γδ

Echappent aux 
phéno m ènes d e 

sél ecti o n



• P e u  n o m b r e u x  d a n s  l e  s a n g  e t  l e s  
o r g a n e s  l y m p h o ïd e s

• M a j o r i t a i r e s  a u  n i v e a u  d e s  ép i t h él i a s
• P e u  d e  d i v e r s i t é,  r e c o n n a i s s a n c e  d i r e c t e  
d e s  a n t i g èn e s  s a n s  i n t e r v e n t i o n  d u  C M H

• S o n t  s o u v e n t  C D 4 - C D 8 -

• F o n c t i o n  i n c o n n u e
– r e c o n n a i s s a n c e  d e s  heat shock proteins?

Lymphocytes T γδ




