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Le lymphome diffus � grandes cellules B est le type de lymphome non hodgkinien le plus 

r�pandu. La derni�re version de la classification OMS de 2008 pr�sente les diff�rents sous-

types de LDGCB, on y distingue un sous-type ABC, un sous-type GCB et un sous-type dit 

Ç non ABC-non GCB È. Ces sous-types pr�sentent diff�rents pronostics. La survie globale est 

meilleure pour le sous-type GCB que pour le sous-type ABC, il en est de m�me apr�s 

chimioth�rapies usuelles CHOP et R-CHOP. 

LÕactivation de la voie de signalisation NF-!B est une caract�ristique commune au LDGCB 

de sous-type ABC. En effet, le sous-type ABC exprime plus fortement certains g�nes qui sont 

des g�nes cibles de cette voie de signalisation.  

 

LÕobjectif de ce travail est de pouvoir d�tecter cette voie de signalisation, et donc le sous-type 

ABC, afin dÕoptimiser au mieux sa prise en charge. Le r�cepteur membranaire TACI pr�sente 

la particularit� dÕactiver la voie de signalisation NF-!B. Ce r�cepteur pourrait �tre mis en 

�vidence par la mise au point dÕun anticorps radioactif ayant pour cible le r�cepteur TACI. Le 

radioisotope utilis� sera le Zirconium-89, �metteur "+, d�tectable apr�s injection par un 

examen de tomographie par �mission de positons. 

 

La premi�re �tape de ce travail sera dÕ�valuer la faisabilit� dÕeffectuer un marquage radioactif 

sur un anticorps simple � obtenir et � manipuler. Pour cela, nous utiliserons un anticorps 

monoclonal (Rituximab) sur lequel nous effectuerons le radiomarquage, ainsi que les 

diff�rents contr�les qualit� n�cessaires qui nous permettront de valider notre m�thode de 

travail et les diff�rentes �tapes critiques de fabrication. De plus, nous tenterons dÕinjecter le 

produit pr�par� chez le petit animal. 

Dans un deuxi�me temps, nous effectuerons le radiomarquage dÕune immunoglobuline anti-

TACI  en suivant les proc�dures �tablies gr�ce au radiomarquage du Rituximab. LÕanti TACI 

radiomarqu� pourrait permettre de distinguer le sous-type ABC parmi les diff�rents 

lymphomes non hodgkinien. 
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1-Les Lymphomes 

1-1-G�n�ralit�s 

1-1-1-Historique des lymphomes 

Sir Thomas Hodgkin dirige une �tude en 1832 sur une maladie caract�ris�e par une 

augmentation de taille des ganglions lymphatiques et de la rate, apr�s avoir exclu le diagnostic 

de tuberculose et de syphilis qui �taient alors les pathologies pr�sentant le plus souvent ce 

type de l�sions � cette �poque [1]. Virchow lui emboite le pas en 1845 en diff�renciant les 

leuc�mies, o� les cellules tumorales se trouvent dans le sang, des lymphomes o� les cellules 

tumorales sont seulement localis�es dans les ganglions [2]. A la fin du XIXe si�cle, deux 

m�decins donnent leurs noms aux cellules dÕaspect anormal quÕils d�crivent comme 

nÕexistant pas dans dÕautres l�sions, lÕidentification des cellules de Reed-Sternberg devient 

alors essentielle au diagnostic du lymphome de Hodgkin [3-4]. C'est Nathan Edwin Brill qui a 

fait la premi�re et durable contribution � notre compr�hension des diff�rentes manifestations 

histopathologiques des lymphomes en identifiant et en pr�cisant les distinctions entre les 

types de lymphomes (par l'utilisation d'un mod�le/structure folliculaire) pour les ganglions 

lymphatiques, et en d�crivant les lymphomes folliculaires dans sa publication de 1925 [5]. On 

distingue donc le lymphome hodgkinien (o� l'on retrouve les cellules de  Reed-Sternberg),  du 

lymphome malin non hodgkinien (sans les cellules de Reed -Sternberg). 

 Dans les ann�es 1960-70, dÕimportantes avanc�es dans le domaine de lÕimmunologie sont 

r�alis�es, avec lÕidentification des lign�es lymphocytaires B, T, Natural killer, ainsi que leurs 

stades de diff�renciation. Se rajoutent � cela de nombreuses avanc�es sur les mol�cules jouant 

un r�le dans le syst�me immunologique et h�matopo��tique.  

Au cours du XXe si�cle et jusqu'� nos jours, de nombreux changements de la classification 

des lymphomes ont eu lieu, devenant de plus en plus �labor�s gr�ce � lÕ�volution des 

connaissances m�dicales.  
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1-1-2-Classification  

Comme le d�crit Bruch [6], la premi�re nomenclature historique des leuc�mies et lymphomes 

a �t� publi�e en 1903 et ne contenait que 4 groupes. AujourdÕhui, le r�f�rentiel de lÕOMS paru 

en 2008 compte 439 pages pour pr�s de 2500 r�f�rences. Ces diff�rentes classifications 

permettent de distinguer les diff�rents types de lymphomes sont le reflet du niveau de 

connaissances et des moyens techniques dÕune �poque donn�e. 

D�s 1930, les classifications �taient bas�es sur lÕaspect morphologique de la maladie, comme 

avec celle de Rappaport en 1956. Peu de temps apr�s, dans les ann�es 1960-1970 de multiples 

classifications existent. En 1974, gr�ce � lÕint�gration des donn�es immunologiques, Karl 

Lennert permet une modernisation de cette classification en introduisant une classification 

anatomo-pathologique [7]. En 1988, la version r�vis�e ult�rieure de cette classification prit en 

compte lÕapport de lÕimmunochimie et distingua les ph�notypes B et T  [8]. Elle devint par la 

m�me occasion une r�f�rence europ�enne. Pendant ce temps, des classifications voient le jour 

en Grande-Bretagne, outre-Atlantique comme celle de Lukes et Collins [9].  

De nombreuses confusions naissent entre les pathologistes et les cliniciens. Une conciliation 

est tent�e en 1982 avec la Working Formulation [10]  qui, par son approche uniquement 

morphologique sans distinguer les lymphomes B et T,  fut un �chec. Au d�but des ann�es 90, 

un groupe dÕ�tude international regroupant des pathologistes et des cliniciens est cr��. La 

classification est alors abord�e sous un nouvel angle incluant les crit�res biologiques et 

cliniques. En 1994, la classification REAL (Revised European American Lymphoma 

Classification)  voit le jour [11], elle sera valid�e en 1997. 

En 2001, appara�t la publication de la classification OMS, fruit dÕun travail de collaboration 

entre pathologistes internationaux, h�matologues et oncologues. Reprenant les principes du 

classement REAL, elle introduit avec les m�mes approches - en plus des n�oplasies 

lympho�des - les n�oplasies my�lo�des et histiocytaires. 

La classification OMS propose un inventaire de maladies d�fini par des crit�res distincts : 

morphologiques, immunoph�notypiques, g�n�tiques et cliniques. La classification OMS 

(2001) inclut les lymphomes B, les lymphomes T/NK et les lymphomes (ou maladies) de 
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Hodgkin. En 2008, lÕOMS publie une derni�re version o� sont pr�sent�es environ 90 entit�s 

diff�rentes [12]. 

On y distingue 3 cat�gories essentielles :  

-les lymphomes de Hodgkin 

-les lymphomes B 

-les lymphomes T/NK.  

Pour les lymphomes B et T/NK, il existe : 

-les lymphomes immatures ! d�velopp�s � partir de cellule B et T pr�curseurs 

-les lymphomes matures ! d�velopp�s � partir de cellule B et T � des stades de 

diff�renciation plus avanc�s. 

 

Tableau 1 : Classification des diff�rents types de lymphomes malins selon la classification de l'OMS (2008).  
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Voici les principales modifications dans cette nouvelle version : 

- Les diff�rents sous-types de lymphomes diffus � grandes cellules B (LDGCB)  

- LÕintroduction dÕentit�s provisoires Ç Borderline È (Lymphome B inclassable, interm�diaire 

entre LDGCB et Lymphome de Burkitt) 

- Reconnaissance de l�sions pr�curseurs : Ç Early lesions È 

- Individualisation dÕentit�s particuli�res :  

- Localisation (Lymphome folliculaire du duod�num, LDGCB cutan� primitif Ç de 

type jambe È, LDGCB primitifs du SNC) 

- åge (Lymphome de la zone marginale ganglionnaire de lÕenfant, Lymphome 

folliculaire de lÕenfant, LDGCB EBV+ du sujet �g�) 

 

- Lymphomes folliculaires et grade histologique (grade bas� sur la proportion de 

centroblastes) 

 

- Au sein des lymphomes T/NK matures : 

- EBV et lymphome NK/T de type nasal 

- ALCL ALK- (Anaplasic large-cell lymphoma- anaplastic lymphoma kinase) 

- Lymphomes sous-cutan�s ab/gd 

 

Dans cette nouvelle classification, les lymphomes B � grandes cellules font lÕobjet de 

modifications relativement importantes. Une cat�gorie probablement h�t�rog�ne persiste, il 

sÕagit de celle des lymphomes B diffus � grandes cellules sans sp�cification (not otherwise 

specified [NOS]). Dans ce groupe, on distingue des variantes morphologiques 

(centroblastique, immunoblastique, anaplasique et dÕautres plus rares). Il existe �galement des 

Ç sous-groupes mol�culaires È avec une signature soit de type cellules B des centres 

germinatifs (GCB), soit de type lymphocytes B activ�s (ABC). 
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1-1-3-Incidence globale  

 

Les lymphomes malins repr�sentent 3 � 5 % de tous les cancers de lÕadulte. LÕincidence 

annuelle globale peut �tre estim�e � 10 nouveaux cas pour 100 000 habitants. Cette pathologie 

est plus fr�quente chez lÕhomme (60%) que chez la femme (40%). Il sÕagit du 6�me cancer en 

termes dÕincidence en France. 

Ces derni�res ann�es, sa fr�quence a consid�rablement augment�, avec une incidence pr�s de 

deux fois sup�rieure en 20-25 ans [13]. 

 

Les lymphomes de Hodgkin (LH) : 

 

Les LHs repr�sentent environ 10 % des lymphomes. On estime � 1 880 le nombre de 

nouveaux cas de LH classique en France en 2012, dont 55 % survenant chez lÕhomme. Les 

taux dÕincidence standardis�s sur la population mondiale sont de 3,0 chez lÕhomme et de 2,7 

chez la femme, soit un rapport hommes/femmes de 1,1. CÕest principalement, mais non 

exclusivement, une maladie de l'adulte jeune, surtout entre 20 et 40 ans [14]. 

 

Les lymphomes non-Hodgkiniens (LNH) : 

 

Avec 10 224 nouveaux cas recens�s en France en 2005, soit une incidence de 20,3 cas pour 

100 000 habitants, il sÕagit de lÕh�mopathie maligne la plus fr�quente ; avec un taux de 

progression annuel (entre 1980 et 2005) de 2.7 % chez lÕhomme, de 2,9 % chez la femme. Ils 

atteignent aussi bien le sujet �g�, que l'enfant, l'adolescent et l'adulte jeune ; leurs profils 

cliniques et �volutifs varient surtout selon le type de lymphome non hodgkinien consid�r�.  
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1-2-Le Lymphome B diffus � grandes cellules 

 

1-2-1-Avant propos 

 

Le lymphome diffus � grandes cellules B est caract�ris� par une prolif�ration diffuse de 

grandes cellules lympho�des effa�ant partiellement ou totalement lÕarchitecture ganglionnaire. 

Le lymphome diffus � grandes cellules B est le type de LNH le plus courant. Il repr�sente 30 � 

40 % de tous les cas de LNH. Le LDGCB est un lymphome de type B.  

Le d�veloppement de ce lymphome se fait � partir dÕun stade de maturation sp�cifique de la 

cellule B, notamment au niveau ganglionnaire lors de la formation du follicule secondaire.  

 

 
Figure 1 : R�partition en % des diff�rents types de lymphomes non hodgkiniens en France. 

 

Ces lymphomes sont caract�ris�s par une prolif�ration diffuse de grandes cellules effa�ant 

lÕarchitecture ganglionnaire normale, et par une �volution spontan�ment agressive. Un 

examen anatomopathologique dÕune biopsie est n�cessaire pour �tablir leurs diagnostics. 
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Figure 2 : Repr�sentation des diff�rents stades de maturation des lymphocytes B et les diff�rents types de 

lymphomes en fonction du stade de maturation atteint. 

 

1-2-2-Incidence  

 

Le LDGCB est la 3�me h�mopathie maligne en incidence, derri�re le My�lome 

multiple/Plasmocytome et la leuc�mie lympho�de chronique/leuc�mie lymphocytique, dÕapr�s 

lÕestimation nationale de lÕincidence des cancers en France [14]. En 2012, en France, on 

estime � environ 4 000 le nombre de nouveaux cas de LDGCB, une majorit� apparaissant 

chez lÕhomme (60%). A lÕ�chelle mondiale, les taux dÕincidences d�crivent un rapport 

homme/femme de 2. LÕ�ge m�dian de survenue dÕun LDGCB est de 69 ans chez lÕhomme et 

74 ans chez la femme. Les taux dÕincidence d�passent 10 pour 100 000 personnes/ann�es d�s 

lÕ�ge de 60 ans pour lÕhomme, et pour la femme vers les 70 ans, pour un maximum 

respectivement de 45 et 25 pour 100 000 personnes/ann�es entre 84 et 88 ans.  
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Figure 3 : Incidence par �ge en 2012 - Lymphome diffus � grandes cellules B. [14] 

 

LÕincidence des LDGCB a peu vari� pendant les quinze derni�res ann�es. A noter une 

progression des taux chez lÕhomme pour les cat�gories dÕ�ge �lev�, passant de 3.5 � 4.5 

(augmentation de 1,4% par an entre 1995 et 2012), contrairement aux femmes, qui elles, ont 

des taux qui diminuent apr�s lÕann�e 2005, tendant vers 2.2 pour 100 000 personnes/ann�es 

(diminution de 3,3% entre 2005 et 2012). A noter que les LDGCB d�coulant de la 

transformation de lymphomes indolents ne sont pas consid�r�s comme des cas incidents et 

donc pas inclus dans ce travail. 

 

1-2-3-Diagnostic (selon le r�f�rentiel de la Soci�t� Fran�aise dÕH�matologie) 

 

LÕaugmentation de volume dÕun ou de plusieurs ganglions, ainsi que les signes cliniques 

(fi�vre au long cours, prurit inexpliqu�) qui peuvent �tre observ�s sont des sympt�mes 

�vocateurs dÕun lymphome.  

 

1-2-3-1-Conduite � tenir 

 

La ponction ganglionnaire peut orienter rapidement le diagnostic. Si elle montre des cellules 

m�tastatiques de cancer solide,  voire des cellules lymphomateuses (comme par exemple les 
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cellules de Sternberg d'un LH), la biopsie ex�r�se ganglionnaire s'impose pour affirmer le 

diagnostic, en pr�ciser le type histologique et participer au pronostic et � la d�cision 

th�rapeutique. 

 

Le ganglion pr�lev� sera envoy� au laboratoire d'anatomie pathologique. 

 

1-2-3-2-Examen d'anatomopathologie 

 

Un examen dÕanatomopathologie classique permet de distinguer le Lymphome de Hodgkin 

(cellule de Reed-Sternberg) et les Lymphomes Non-Hodgkiniens.  

 
Pour le LNH, l'examen permettra d'observer : 

 - les caract�ristiques morphologiques (architecture de la tumeur, aspect des cellules 

tumorales) permettent de distinguer 3 sous-types : centroblastique (le plus fr�quent), 

immunoblastique et anaplasique.  

 

 - les caract�ristiques immunologiques des cellules observ�es par 

lÕimmunoph�notypage qui retrouve commun�ment les marqueurs B comme le CD19, le 

CD20, le CD22, le CD79a mais aussi le CD10 (30 � 60%), Bcl-6 (Bcell lymphoma 6 protein) 

(60 � 90%) et MUM1 (Multiple Myeloma oncogen 1) (35 � 65%). 

 

 

Figure 4 : Soci�t� Fran�aise d'H�matologie. LDGCB. Faible grossissement (x25) : la prolif�ration cellulaire 

lymphomateuse a totalement envahi le ganglion de mani�re diffuse, entrainant la disparition (destruction) de 

lÕarchitecture ganglionnaire (coloration H�malun-Eosine-Safran) 

 



 
 

 20 

 

Figure 5 : Soci�t� Fran�aise d'H�matologie. LDGCB. Fort grossissement (x400) les cellules lymphomateuses ont 

une grande taille et un noyau avec une chromatine claire contenant un ou plusieurs nucl�oles ; de nombreuses 

mitoses sont visibles (coloration H�malun-Eosine-Safran) 

 
1-2-3-3-Examen cytog�n�tique  

 

LÕexamen doit �tre compl�t� par un examen cytog�n�tique recherchant des anomalies 

acquises, clonales, non-al�atoires.  

LÕalt�ration g�n�tique la plus fr�quemment d�crite est la translocation du g�ne BCL6 (3q27 

30% des cas), suivi de la translocation du g�ne BCL2 (B-cell lymphoma protein 2) (18q21) 

dans 20 � 30% des tumeurs et de la translocation du g�ne C-MYC dans 10% des cas [15]. 

Le diagnostic de LDGCB est affirm� � ce stade et son type histologique d�termin�. 

 

1-2-3-4-Examen pour �valuer lÕextension et l'�volutivit� de la maladie 

 

De nombreux examens devront �tre faits : 

 -Bilan d'extension : examens cliniques, biologiques (h�mogramme, biopsie 

osteom�dullaire, ponction lombaire...) et d'imagerie (TEP-scan). 

 

Au terme du bilan d'extension, le lymphome sera class� selon les diff�rents stades d'Ann 

Arbor. 
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Stade I : Un seul territoire ganglionnaire atteint. 

Stade II : Au moins 2 territoires ganglionnaires atteints du m�me c�t� du diaphragme. 

Stade III : Atteinte ganglionnaire sus- et sous-diaphragmatique. 

Stade IV : Atteinte visc�rale (foie, poumon) ou m�dullaire. 

 

1-2-4-Pronostics 

 

1-2-4-1-Cliniques 

 

Un syst�me de score international permet dÕ�tablir un facteur pronostique clinique, appel� 

lÕIPI (Index Pronostique International) [16]. 

 

LÕIPI est �tabli � partir de 5 facteurs : l'�ge (sup�rieur � 60 ans), le stade clinique (III ou IV), 

un index de performance (�gal ou sup�rieur � 2), un taux de Lactate D�shydrog�nase (�lev�), 

l'atteinte d'au moins de 2 sites extra-nodaux. 

 

L'IPI constitue un mod�le pr�dictif significatif � court terme du devenir des patients atteints 

d'un lymphome agressif. Quatre sous-groupes IPI sont d�finis : 

 

-Faible risque (0 facteur). 

-Faible risque interm�diaire (1 facteur). 

-Haut risque interm�diaire (2 facteurs). 

-Haut risque (3 facteurs ou plus). 

 

Cependant, parmi chacun de ces sous-groupes, des diff�rences consid�rables en termes de 

survie sont constat�es, sugg�rant quÕil existe dÕautres marqueurs pronostiques non pris en 

compte par les crit�res de lÕIPI. 

 

1-2-4-2-Cytog�n�tiques 

 

 En cytog�n�tique, lÕimpact pronostique des translocations impliquant les oncog�nes C-MYC, 

BCL2 et BCL6 a �t� rapport� dans plusieurs �tudes. Ainsi, la translocation du g�ne C-MYC est 

de mani�re consensuelle associ�e � un pronostic d�favorable [17]. 
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1-2-4-3-Immunohistochimiques 

 

Plusieurs marqueurs immunohistochimiques ont �t� rapport�s comme ayant un impact 

pronostique ind�pendant de lÕIPI. LÕexpression prot�ique de Bcl-2, de CD5, de FOXP1 

(Forkhead box protein P1) ou encore de P53 serait associ�e � un pronostic d�favorable alors 

que lÕexpression prot�ique de Bcl-6, CD10 ou encore de LMO2 (LIM domain only 2) � une 

�volution plus favorable de la maladie [15]. 

 

1-3-LDGCB : Sous-types ABC/GCB  

 

Les LDGCB pr�sentent diff�rents profils d'expression g�n�tique et diff�rents profils 

immunohistochimiques (par l'expression de diff�rents marqueurs) permettant d'individualiser 

diff�rents sous-types. On distingue le sous-type ABC qui pr�sente un profil dÕexpression 

g�nique identique � celui des cellules B activ�es. Un second sous-type GCB qui pr�sente un 

profil dÕexpression g�nique identique � celui des cellules du centre germinatif. Une troisi�me 

sous-cat�gorie existe par des prolif�rations interm�diaires et d�crite comme Ç non GCB-non 

ABC È [18]. 

 

1-3-1-Puce ADN 

 

Gr�ce � la technologie de la puce ADN, il est possible dÕanalyser le niveau dÕexpression des 

g�nes dans une cellule par rapport � un �chantillon de r�f�rence. Ces nouvelles techniques ont 

permis d'identifier les deux grandes sous-cat�gories. Avec, dÕune part, des prolif�rations ayant 

un profil dÕexpression g�nique identique � celui de cellules du centre germinatif (GCB), et 

dÕautre part des prolif�rations dont le profil est au contraire semblable � celui des cellules 

lympho�des B sanguines activ�es (ABC).  
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Figure 6 et 7 : Alizadeh et Rosenwald. Exemple d'analyse de puces ADN pr�sentant lÕexpression plus ou moins 

importante de g�nes pour des LDGCB ABC et GCB. LÕexpression relative est affich�e selon lÕ�chelle de couleur 

indiqu�e. La couleur rouge appara�t si le g�ne est surexprim�, et inversement la couleur verte appara�t si le g�ne 

est peu exprim�. Chaque colonne repr�sente un sous-type de LDGCB diff�rents et chaque ligne repr�sente un 

g�ne. [18-19]   

 

 

1-3-2-Anomalies cytog�n�tiques 

 

La morphologie de ces sous-groupes est identique malgr� la pr�sence dÕanomalies 

cytog�n�tiques diff�rentes : 

 

- Les lymphomes de type centre germinal (GCB) pr�sentent entre autres une translocation 

(14 ; 18) impliquant le g�ne BCL-2 et une amplification de C-rel sur le chromosome 2p [19]. 
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- Les lymphomes de type activ� (ABC) pr�sentent plus fr�quemment des gains 

chromosomiques de 3q, de 18q21 et des translocations du g�ne BCL-6 [20]. 

 

1-3-3-Pronostics 

 

1-3-3-1-Survie globale 

 

Dans diff�rentes �tudes, le pronostic des LDGCBs est diff�rent en fonction du sous-groupe 

dÕexpression g�nique [18]. Il existe une diff�rence significative dans lÕestimation de la survie 

globale � 5 ans des LDGCBs ABC et GCB. La survie globale sÕest r�v�l�e bien meilleure 

pour les GCB que pour les ABC (76% vs 16%). Cette m�me survie globale a pu �tre 

d�termin�e pour diff�rents scores de lÕindex IPI, d�montrant que les patients avec un bas 

score ont une meilleure survie globale que les patients avec un haut score. Chez ces patients 

avec un score IPI faible, il a pu �tre d�montr� que les patients avec un sous-type ABC avaient 

une bien moins bonne survie que les patients avec un sous-type GCB.  

 

 
Figure 8 : Alizadeh. a : Courbe KaplanÐMeier de la survie globale des patients LDGCB regroup�s selon leur 

profil dÕexpression g�nique. b : Courbe KaplanÐMeier de la survie globale des patients LDGCB regroup�s en 

fonction de leur indice pronostique international (IPI). Patient � faibles risques (IPI score 0Ð2) et � haut risque 

(IPI score 3Ð5) sont trac�s s�par�ment. c : Courbe KaplanÐMeier de la survie globale des patients LDGCB  � 

faible risque (IPI score 0Ð2)  regroup�s en fonction de leur profil dÕexpression g�nique (ABC/GCB). [18] 

 

Le type mol�culaire de LDGCB, d�fini par lÕexpression g�n�tique et le score IPI influence 

donc la survie des patients atteints. 
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1-3-3-2-R�ponse aux traitements  

 

Une discussion au cours dÕune r�union de concertation pluridisciplinaire (RCP) est n�cessaire 

� la mise en place dÕune prise en charge. Le patient est inform� du diagnostic, et des suites 

th�rapeutiques. Cette d�cision est prise sur la base dÕun diagnostic pr�cis et suivant les 

donn�es de lÕIPI. 

La distinction de l'expression g�n�tique a donc un int�r�t pronostique important, mais aussi un 

int�r�t pour la r�ponse de chacun de ces sous-types au traitement de r�f�rence.  

Rozenwald, pose l'hypoth�se que le profil d'expression g�nique des LDGCB peut �tre utilis� 

ind�pendamment  de l'IPI pour pr�dire le devenir d'un traitement par chimioth�rapie [19]. Il 

en conclut qu'apr�s un traitement CHOP, les patients GCB ont une survie globale � 5 ans pour 

60% dÕentre eux alors qu'elle est de 35% pour les ABC (figure 9). 

 

 
Figure 9 : Rozenwald. Courbe de Kaplan-Meier de la probabilit� de survie globale apr�s premi�re  

chimioth�rapie chez 240 patients en fonction du sous-type de LDGCB. [19]  

 

De m�me pour Lenz G. [21], pour qui une cohorte de patients sous traitement R-CHOP 

(Rituximab + Cyclophosphamide, Doxorubicine, Vincristine et Prednisolone) pr�sentant le 

sous-type GCB a une survie globale et une survie sans progression plus importante que les 

patients ABC. Pour ce qui est de l'ajout du Rituximab, il a permis d'augmenter la survie 

globale de 10 � 15% pour les deux sous-types.  
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Figure 10 : Lenz. Courbe de Kaplan-Meier de la probabilit� de progression de vie et de survie globale pour des 

patients sous traitement R-CHOP. [21] 

 

Cette distinction a donc aussi un int�r�t th�rapeutique, car la r�ponse aux traitements 

classiques est diff�rente en fonction du sous-type. Donc, si le patient pr�sente un sous-type, 

par exemple ABC, cela pourrait permettre de sÕorienter vers un traitement plus adapt� par 

rapport aux protocoles de chimioth�rapie usuels. 

 

1-3-4-Immunohistochimie 

 

Suite � lÕimpact du pronostic en fonction du sous-type de LDGCB, des profils 

immunohistochimiques ont �t� propos�s comme pr�dicateurs du profil g�n�tique. La m�thode 

de Hans peut donc �tre utilis�e, elle indique le sous-type de LDGCB potentiel en fonction de 

lÕexpression de 2 g�nes GCB (CD10 et BCL-6) et dÕun g�ne ABC (MUM-1) [22]. 
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Figure 11 : Hans. A : Arbre d�cisionnel d'analyse immunohistochimique (de puces tissulaires 

immunoperoxydase) pour classification des LDGCB en fonction de l'expression de g�nes. B : Grossissement # 

100. Les colorations immunoperoxydases d'un cas de GCB qui est positif pour CD10 et bcl-6, mais n�gatif pour 

MUM1. C : Grossissement # 100. Les colorations immunoperoxydases d'un cas de non-GCB qui est n�gatif pour 

CD10 mais montre de rares cellules bcl-6 et est positif pour MUM1. [22]   

 

1-4-Les LDGCB et la voie de signalisation NF-!B 

 
Comme nous lÕavons vu pr�c�demment, il existe diff�rents sous-types g�notypiques de 

LDGCB. Les trois sous-types de DLBCL sont appel�s Ç germinal center B-cell like È (GCB), 

activated B-cell-like (ABC) et primary mediastinal B-cell lymphoma (PMBL). Ces sous-types 

se d�veloppent � partir de diff�rents stades de diff�renciation des lymphocytes B normaux et 

utilisent des voies oncog�niques distinctes. De plus, ces diff�rents sous-types ne pr�sentent 

pas les m�me pronostiques de survie et de r�ponses aux traitements. Les LDGCB ABC �tant 

donc de moins bons pronostiques que les GCB. 
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1-4-1-Sp�cificit� du sous-type ABC  

 

Davis [23]  montre que certains g�nes se retrouvent plus fortement exprim�s dans les lign�es 

ABC.   

 

Figure 12 : Davis. Analyse de puces ADN de lÕexpression de g�ne dÕexpression cible de NF-!B. LÕexpression 

relative est affich�e selon lÕ�chelle de couleur indiqu�e. A : Expression pour LDGCB dÕune biopsie 

dÕ�chantillons de ganglions lymphatiques. Les cas de LDGCB sont sous-divis�s en sous-types GCB et ABC  B : 

Expression dans les lign�es cellulaires de LDGCB. C : Expression dans cellules B normales. [23] 

 

Ces g�nes (Cycline D2, IRF-4, c-FLIP, BCL-2, CCR7 et I!B$) pr�sentent une expression 

significativement diff�rente (P < 0,05) entre les sous-types de LDGCBs. Ils sont hautement 

exprim�s dans un grand nombre de LDGCB ABC et tendent � �tre peu exprim�s dans les 

GCB.  

 

Davis indique que ces g�nes sont des g�nes cibles de la voie de signalisation NF-!b (nuclear 

factor-kappa B), il sugg�re donc que l'activation de la voie de signalisation NF-!B est une 

caract�ristique commune � de nombreux cas de LDGCB ABC. De plus, il soutient que 
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l'inhibition de l'activit� de NF-!B est toxique pour les cellules de LDGCB ABC et non pour 

des lign�es cellulaires d�riv�es de GCB.  

 

Ces constatations d�montrent que les deux sous-types de LDGCB ont des m�canismes 

pathog�niques distincts et pr�cisent que le ciblage de l'activation de NF-!B pourrait permettre 

d'�tablir une th�rapie dans les LDGCB ABC. 

 

1-4-2-NF-!B 

 

Les voies de signalisations intracellulaires incluant le facteur de transcription Nuclear Factor-

!B sont activ�es pendant la diff�renciation cellulaire normale et durant les r�ponses 

immunitaires. LÕactivit� transcriptionnelle d�pendant de NF-!B est m�di�e par des dim�res  

faisant partie de la famille de NF-!B (p50/105, p52/100, p65/RelA, RelB, ou c-Rel) et est 

r�gul�e par la famille dÕinhibiteur I!B, principalement I!B$ qui se lie aux dim�res de NF-!B 

et les retient dans le cytoplasme. 

  

Lors de la phosphorylation par IKK (Inhibiteur de la Kinase !B), I!B$ subit une 

ubiquitination et une d�gradation par le prot�asome, et lib�re donc des dim�res de NF-!B qui 

peuvent  effectuer une translocation vers le noyau et activer la transcription de g�nes cibles 

[24-25]. 

Les g�nes cibles de NF-!B codent pour des m�diateurs de diverses r�ponses immunitaires 

ainsi que pour des r�gulateurs de la prolif�ration cellulaire et de l'apoptose. L'expression de 

ces g�nes cibles varie en fonction du type de cellules dans laquelle le NF-!B est activ�. 
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Figure 13 : Activation cellulaire de la voie de signalisation Nf-!B. LÕactivation du r�cepteur par un signal induit 

la formation du complexe IKK. Le complexe IKK phosphoryle alors la prot�ine inhibitrice I!B, entrainant sa 

dissociation du dim�re NF-!B. La prot�ine I!B est ubiquitin�e et d�grad�e. NF-!b rejoint le noyau o� il induit la 

transcription de g�nes sp�cifiques.  

 

LÕactivit� de NF-!B est critique pour le d�veloppement et la survie des cellules B normales. 

L'activit� transcriptionnelle de NF-!B dans les cellules B implique principalement des 

h�t�rodim�res constitu�s dÕune sous-unit� de transactivation (c- Rel ou RelA) et dÕune sous-

unit� non-tansactivatrice (p50, la forme transform�e de NF- B1 ou p52, la forme transform�e 

de NF- B2). 

Diff�rentes �tudes sugg�rent que l'activation de NF-!B  pour un patient canc�reux peut avoir 

une importance pathog�nique, cependant d'autres travaux sont n�cessaires pour d�montrer un 

lien direct entre l'activit� de NF-!B et les r�sultats cliniques [26]. 

 

LÕactivation du signal NF-!B est induite suite � la fixation dÕun ligand � un r�cepteur 

sp�cifique. Cette voie de signalisation apoptotique est initi�e par une famille de mol�cules 

regroup�es dans la superfamille des r�cepteurs au TNF (tumor necrosis factor), aussi appel�e 

voie extrins�que. 
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1-4-3-Les r�cepteurs au TNF 

 

La superfamille des TNF/TNFR (tumor necrosis factor receptor) comprend 29 r�cepteurs et 

19 ligands [27]. Les r�cepteurs sont principalement des prot�ines transmembranaires de type I 

(partie N-terminale extracellulaire) pr�sentant  des motifs riches en cyst�ine (CRD) au niveau 

de leur domaine extracellulaire, participant � leur interaction avec leur ligand respectif. Trois 

ou quatre CRDs en moyenne constituent les r�cepteurs du TNF (1 pour BAFFR � 6 pour 

CD30). 

 

Comme le d�crit Pasero [28], les membres de la superfamille des r�cepteurs au TNF sont 

class�s en sous-groupes selon la pr�sence ou lÕabsence dÕun domaine dÕenviron 80 acides 

amin�s, appel� Ç domaine de mort È (DD : death domain) dans leur partie intracytoplasmique.  

 

1-4-3-1-Groupe 1 

 

Ce groupe comprend : 

 - les r�cepteurs comportant un DD : TNF-R1, Fas, DR3, NGFR, EDAR, DR6,  

 - les r�cepteurs de TRAIL (TNF-related-apoptosis-inducing ligand) : DR4 et DR5.  

 

Apr�s fixation du ligand sp�cifique, le r�cepteur sÕactive par trim�risation, provoquant la 

formation dÕun complexe multiprot�ique appel� le Ç complexe de signalisation induisant la 

mort È, (death inducing signaling complex, DISC). Celui-ci regroupe le r�cepteur, des 

prot�ines adaptatrices : FADD (Fas-associated death domain protein) ou TRADD (TNF-

receptor-associated death domain protein) et des procaspases. 

 

LÕactivation de ces Ç r�cepteurs de mort È a pour cons�quence lÕactivation de la cascade des 

caspases (cysteine-dependent aspartate-specific protease) qui, par leur site de clivage, vont 

cibler des prot�ines cellulaires et ainsi engendrer des modifications biochimiques et 

morphologiques typiques de l'apoptose. 
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1-4-3-2-Groupe 2 

 

Ce groupe comprend la plupart des r�cepteurs au TNF :  

 -TNFR2, LTbR, OX40, CD40, CD27, CD30, 4-1BB, RANK, TACI, HVEM, BCMA, 

GITR, TROY et XEDAR ...  

 

Ces r�cepteurs ne comportent pas de DD, ils sont caract�ris�s par la pr�sence, dans leur 

domaine cytoplasmique, dÕun motif TIM (TRAF-interacting motifs) permettant d'interagir 

avec des prot�ines de la famille des TRAFs (TNFR-receptor-associated factor).  

 

Ils sont reli�s par TRAF aux cascades de signalisations des s�rineÐthr�onine kinases : IKK 

(Nf-!B), JUN N-terminal kinase (JNK)/p38, ERK/MAPK (extracellular-signal-regulated 

kinase/mitogen-activated protein kinase).  

 

1-4-3-3-Autres r�cepteurs 

 

Enfin, parmi les TNFR, il existe aussi des r�cepteurs ne poss�dant pas de domaine 

intracellulaire :  

 -Le DcR1 et DcR2 ancr�s � la membrane par un groupement phosphatidylinositol, 

 -L'OPG, soluble, ayant un r�le de leurre, fixant le ligand, l'emp�chant donc de stimuler 

les r�cepteurs membranaires. 
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Figure 14 : Diff�rents groupes de TNFR et activation voies de signalisation intracellulaire. Les r�cepteurs du 

groupe 1, apr�s fixation du ligand, sÕactivent en formant un complexe DISC (R�cepteur + FADD ou TRADD + 

Procaspases), induisant l'apoptose. Les r�cepteurs du groupe 2, sans DD, avec un motif TIM cytoplasmique, 

permettant d'interagir avec des prot�ines TRAFs induisant les cascades de signalisation : IKK (NF-!B), 

(JNK)/p38, ERK/MAPK.  Et les autres r�cepteurs ne poss�dant pas de domaine intracellulaire. 

 

Cette classification simplifi�e distinguant les r�cepteurs en fonction de la pr�sence - ou non - 

du DD ne repr�sente pas la complexit� des voies de signalisation apr�s activation des TNFRs. 

Pour exemple, Pasero d�crit que certains r�cepteurs du 1er groupe peuvent recruter des 

prot�ines TRAFs et que des r�cepteurs ne poss�dant pas le DD peuvent induire l'apoptose 

directement, ou indirectement, par des m�canismes peu connus [28]. 
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2-LÕimagerie  

2-1-Imagerie pour le diagnostic in vivo 

 

La technique dÕimagerie m�dicale la plus ancienne est la radiographie par rayons X (fin 19�me 

si�cle). Dans les ann�es 1970, gr�ce � l'�mergence de lÕinformatique, se d�veloppe la 

tomodensitom�trie, plus couramment appel�e CT-scanner (CT : Computed Tomography). Ces 

scanners permettent alors, apr�s reconstruction, de construire des vues en coupe ou des vues 

en trois dimensions. Ils sont principalement effectu�s en premi�re intention pr�ventive. Ces 

techniques permettent notamment d'obtenir un excellent contraste entre les os et les tissus 

mous. Mais le contraste faible entre les diff�rents tissus mous rend difficile la localisation 

pr�cise de tumeurs au sein de ces tissus. 

 

Plus r�cemment, vers les ann�es 1970-80 de nouveaux syst�mes dÕimagerie in vivo ont permis 

de mieux visualiser les tumeurs, comme lÕimagerie par r�sonance magn�tique (IRM) et 

lÕimagerie nucl�aire (TEP : Tomographie par �missions de positons).  

 

La combinaison de trois �l�ments permet d'obtenir un important signal de contraste par 

rapport au tissu normal et peut ainsi pr�dire le succ�s d'un diagnostic par imagerie : la cible, la 

sonde et la technique dÕimagerie [29]. 

 

 
Figure 15: Sch�ma repr�sentant les facteurs associ�s dans le succ�s de r�alisation d'une imagerie en oncologie 

m�di�e par les anticorps. Association � �tablir entre les modalit�s de la technique d'imagerie, les propri�t�s du 

traceur et la nature et localisation de l'antig�ne cibl�. [29] 
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2-2-Imagerie nucl�aire 

 

L'imagerie nucl�aire est utilis�e pour le diagnostic non invasif des cancers depuis pr�s de 30 

ans. Elle est divis�e en deux classes : lÕimagerie � �mission de positons (TEP) et la 

tomographie par �mission monophotonique (TEMP ou single photon emission computed 

tomography, SPECT).  

 

LÕimagerie SPECT est issue de la distribution des traceurs radioactifs qui �mettent des 

photons gamma depuis le tissu cible. La gamma cam�ra tourne autour du patient pour obtenir 

plusieurs projections et pouvoir reconstituer une image 3D. Malgr� cela, lÕimagerie gamma 

conventionnelle reste limit�e par la faible qualit� des images scintigraphiques. Les deux 

principaux facteurs de d�gradation des images sont d�s, comme pour l'imagerie TEP, aux 

ph�nom�nes physiques que sont lÕatt�nuation et la diffusion, inh�rentes au rayonnement 

traversant la mati�re [30]. 

 

LÕimagerie TEP met � profit lÕ�mission par le radioisotope dÕun positon, qui apr�s un court 

trajet � partir de son point de d�part o� il �change son �nergie cin�tique avec le milieu, 

sÕannihile ensuite avec un �lectron en �mettant deux photons antiparall�les dÕune �nergie 

�gale � 511 keV. Ces deux photons sont alors d�tect�s en co�ncidence par deux d�tecteurs 

oppos�s.   

 

Diff�rents radioisotopes peuvent �tre utilis�s en TEP tels que iode-124(124I), cuivre-64 (64Cu), 

gallium-68 (68Ga), yttrium-86 (86Y), brome-76 (76Br) et le zirconium-89 (89Zr). Cependant, 

afin de r�aliser rapidement des images tomographiques, le radioisotope le plus classiquement 

employ� est le Fluor-18 (18F, demi-vie = 110 minutes). 
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Figure 16 : Sch�ma du principe de fonctionnement dÕune tomographie par �mission de positons. Identification 

des positons car une fois leur �nergie perdue, ils s'annihilent avec un �lectron du milieu pour donner deux 

photons gamma d'�nergie 511 keV �mis � 180¡ l'un de l'autre. Les deux photons d'annihilation gamma atteignent 

simultan�ment une paire de d�tecteurs oppos�s. 

 

Si l'on doit comparer les deux techniques dans lÕimagerie nucl�aire, la TEP se r�v�le �tre la 

m�thode de choix en termes de sensibilit� et de suivi de lÕ�volution de la cible [31]. A noter le 

remplacement progressif de l'imagerie TEP seule par la TEP/CT, l'ajout du CT scanner 

permettant d'apporter une information anatomique et morphologique correspondante aux 

r�sultats fonctionnels d�termin�s par la TEP. 

 

Pour toutes ces techniques dÕimagerie - et plus particuli�rement dans le cadre de lÕimmuno-

TEP - la sensibilit� d�pend plus de la densit� en antig�ne tumoral sp�cifique que de la taille � 

proprement dite de la tumeur. Cette technique permet �galement d'appr�cier le fait que les 

antig�nes cibles sont exprim�s uniform�ment dans toutes les localisations tumorales 

(envahissement ganglionnaire / m�tastases), alors que la ponction ganglionnaire ne permet de 

conna�tre cette expression que dans le ganglion ponctionn�. 

 

Il est donc n�cessaire d'avoir � disposition des traceurs les plus sp�cifiques possibles. Il existe 

un r�el besoin de d�velopper des techniques qui pourront �tre utilis�es pour le diagnostic 

personnalis� permettant une strat�gie th�rapeutique adapt�e. Cette technique reste cependant 

compl�mentaire aux examens classiques (�chographie, scanner), elle est utilis�e si ces 

derniers sont douteux ou pour un diagnostic de r�cidive. 
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3-Le marquage radioactif 

3-1-Principe du marquage  

  

Pour un diagnostic cibl�, le marqueur (radio-isotope) doit �tre associ� � une mol�cule ciblant 

la tumeur telle que des anticorps (Ac), des peptides, des petits ligands ou encore des 

copolym�res synth�tiques. 

 

Dans le cas de biomarqueurs prot�iques, les mol�cules les plus souvent utilis�es pour le 

diagnostic des cancers sont les anticorps ou leurs d�riv�s en raison de leurs grandes 

sp�cificit�s. 

 

 

 
Figure 17 : Sch�ma du principe de ciblage d'une tumeur par un anticorps marqu�. 

 

 

3-2-Les marquages de prot�ines 

 

Le marquage d'un anticorps n�cessite donc plusieurs �tapes permettant l'association entre un 

anticorps et un isotope radioactif par l'interm�diaire, ou non, d'un ch�lateur. Ces couplages 

devront �tre effectu�s sans alt�rer la fonctionnalit� de chacun des composants. 
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Il existe plusieurs types de marquages que nous allons bri�vement d�crire de mani�re non 

exhaustive.  

 

3-2-1-Le marquage radioactif � lÕiode 

 

Ce marquage est la m�thode la plus utilis�e pour lÕobtention dÕun radioligand. En effet, les 

m�thodes dÕincorporation de lÕiode radioactif font appel � une chimie simple et accessible. La 

chimie de marquage � lÕiode des prot�ines et des anticorps sÕest consid�rablement d�velopp�e 

ces derni�res ann�es. Le choix de la r�action de marquage des peptides va d�pendre de leur 

taille, de leurs propri�t�s physico-chimiques et biologiques et de la pr�sence de groupements 

r�actifs. 

 

Deux m�thodes majeures dÕincorporation du radio�l�ment peuvent �tre utilis�es :  

 

- La m�thode directe : lÕiode radioactif est fix� directement sur la mol�cule biologiquement 

active par une substitution �lectrophile directe. 

 

- La m�thode indirecte : le radiomarquage est r�alis� par lÕinterm�diaire dÕun groupement 

prosth�tique qui sera ensuite greff� sur le peptide ou la prot�ine � radiomarquer. 

 

Dans les deux cas, lÕiode, qui se pr�sente sous forme r�duite (NaI) vient r�agir avec le 

groupement ph�nol dÕune tyrosine ou avec la cha�ne lat�rale dÕun r�sidu histidine. Ces 

groupements sont pr�alablement oxyd�s � lÕaide dÕun agent oxydant (chloramine-T et d�riv� 

(Iodogen ;NBS), lactop�roxidase, m�thode �lectrochimique) [32].  

 

Iodation directe du peptide : 

 

Il faut que le peptide ou la prot�ine poss�de au moins une tyrosine (ou histidine) sur les acides 

amin�s des cha�nes polypeptidiques. La fixation de lÕiode se fait alors en ortho du groupement 

ph�nolique. On pourra alors obtenir des produits monomarqu�s ou polymarqu�s, sÕil y a une 

incorporation de deux atomes dÕiode en ortho sur le m�me groupement ph�nolique, ou quÕil y 

a substitution sur plusieurs tyrosines du m�me peptide [33]. 
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Une purification chromatographique permettra de ne r�cup�rer que le d�riv� iod� poss�dant 

les propri�t�s d�sir�es. 

 

 
Figure 18: Iodation directe dÕun peptide. 

 

M�thode indirecte par addition dÕun groupement r�actif pr�alablement iod� : 

 

Certaines mol�cules ne peuvent �tre iod�es par voie directe pour diverses raisons : du fait de 

leur faible r�activit� vis-�-vis des halog�nes, de l'absence de site d'halog�nation, de leur 

proximit� du site actif, de l'instabilit� de l'iodation ou de lÕabsence de tyrosine ou histidine sur 

la prot�ine. Il est alors n�cessaire de fixer lÕiode sur un groupement prosth�tique bifonctionnel 

appel� synthon. 

Ce dernier doit poss�der, dÕune part, un site dÕiodation permettant un marquage stable, et 

dÕautre part un site dÕancrage qui r�agit avec les groupements NH2 ou COOH de la mol�cule 

� marquer [34].  

 

Les principales fonctions utilis�es pour ce couplage sont de type isothiocyanate ou N-

hydroxysuccinimidyl qui r�agiront sur les groupes r�siduels NH2 ou SH pr�sents au niveau 

des lysines et cyst�ines de la prot�ine. 

 

LÕiodation indirecte est r�alis�e en deux temps :  

- lÕiode est fix�e au synthon prosth�tique, 

- lÕensemble est coupl� � la prot�ine. 

 

Pour le couplage de lÕiode, les groupements les plus utilis�s sont le r�actif de Bolton-Hunter, 

les sels de diazonium et les organostanniques [35]. 
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Figure 19 : R�actif de Bolton-Hunter (N-succinimidyl-3[4-hydroxyphenyl] propionate) dont le noyau aromatique 

est activ� par le groupe OH pour permettre lÕiodation. LÕancrage est r�alis� au niveau de lÕhydroxysuccinimide 

tr�s r�actif qui forme un amide avec le site NH2 libre des peptides. 

Ce marquage a quelques inconv�nients. En effet, le marquage ne peut �tre effectu� que sur 

certains acides amin�s (tyrosines, histidines, lysines ou le groupement NH2-terminal). De 

plus, lÕatome dÕiode �tant volumineux, si le marquage sÕeffectue pr�s du site actif, cela peut 

affecter lÕaffinit� de la prot�ine pour sa cible.  

3-2-2-Le marquage radioactif par des isotopes m�talliques 

 

Pour la r�alisation de ce type de marquage, on couple dans un premier temps un groupe 

prosth�tique ch�latant avec sa prot�ine. Puis, dans un second temps, on effectue le 

radiomaquage. Ici, le groupe prosth�tique est constitu� dÕun agent ch�latant bifonctionnel 

activ� permettant la liaison � la prot�ine et la liaison au radionucleide. 

 

Diff�rents ch�lateurs existent, le DOTA (acide t�tra-azacyclodod�cane-t�tra-ac�tique) est 

consid�r� comme le plus fiable pour l'imagerie TEP, car il pr�sente une bonne affinit� et 

stabilit� avec de nombreux radio-isotopes comme le 68Ga [36] ou le 64Cu [37]. 
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4-Les anticorps et la radio-immunologie 

4-1-Historique 

 

Il y a plus dÕun si�cle, en 1890, Emil Von Behring et Shibasaburo Kitasato ont trouv� la 

pr�sence d'une substance de neutralisation dans le sang qui pourrait contrer des infections. 

Cela a permis de d�couvrir que lÕinjection dÕune faible dose de toxine dipht�rique pouvait 

conf�rer � un individu na�f un �tat dÕimmunit� [38]. Ainsi naissait la s�roth�rapie, initiant une 

r�volution m�dicale : celle des anticorps th�rapeutique. Ce terme d'anticorps fut utilis� par 

Paul Ehrlich en 1891 pour d�finir ces gammas globulines du s�rum, et durant les ann�es 1950, 

Rodney Porter d�crit partiellement leurs structures [39]. Les plasmocytes, producteurs 

d'anticorps sont identifi�s dans la m�me p�riode par Fagreaus [40].   

 

La  radio-immunologie voit le jour dans les ann�es 1940, lorsque la technique de marquage 

des prot�ines, sans en modifier leurs sp�cificit�s, par de lÕiode-131 a �t� mise au point [41]. 

En 1953, cÕest en utilisant cette technique que Pressman et Korngold d�montrent que les 

anticorps sÕaccumulent pr�f�rentiellement dans la tumeur par rapport au tissu normal [42]. 

L'essor de cette m�thode devient immense, surtout depuis les travaux effectu�s en 1960 par R. 

Yalow (ce qui lui valut le prix Nobel en 1977) et S. Berson qui d�veloppent le principe de 

dosages par radio-immunologie en mesurant des quantit�s infimes dÕanticorps anti-insuline 

dans le plasma de patients diab�tiques [43]. Il devint rapidement �vident que cette m�thode 

pouvait �tre utilis�e pour doser des centaines d'autres substances biologiquement actives 

(virus, m�dicaments, prot�ines). Ainsi, son champ d'application se d�veloppa rapidement. En 

1975, Kohler et Milstein r�volutionnent la biologie en publiant une m�thode permettant de 

cr�er efficacement des anticorps monoclonaux, technique dite des hybridomes [44]. Ces 

techniques ont suscit� de gros espoirs pour lÕutilisation de ces anticorps en imagerie ou en 

th�rapie. 

 

Dans le d�but des ann�es 1970, pour la localisation par imagerie des marqueurs tumoraux 

dans des mod�les animaux, il a �t� �tudi� l'utilisation des Ac polyclonaux marqu�s avec des 

radioisotopes. L'�mergence de dispositifs d'imagerie � d�tection gamma et l'arriv�e des 
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anticorps monoclonaux (souris puis chim�rique souris-homme et enfin humain) a permis 

d'�tendre ces recherches � la localisation de tumeurs chez l'homme [45].  

LÕint�r�t majeur �tait donc de pouvoir identifier ais�ment des l�sions m�tastatiques. Une 

multitude dÕanticorps ou de fragments dÕanticorps ont ainsi �t� d�velopp�s pour 

lÕimmunoscintigraphie, o� la premi�re �tude clinique � �t� effectu�e vers les ann�es 1980 

[46].  

 

4-2-Les diff�rents fragments dÕanticorps 

 

Par leur sp�cificit� contre des antig�nes, les anticorps sont des agents utiles pour le diagnostic 

et le traitement du cancer. Leur utilit� dans lÕimagerie peut �tre limit�e par leur grande masse 

(150 kDa), car ils subsistent plus longtemps dans la circulation (quelques jours � quelques 

semaines) et prennent de fait plus de temps pour sÕaccumuler de mani�re optimale dans les 

tumeurs (1 � 2 jours) [47]. En raison de lÕam�lioration des connaissances sur la modulation de 

leurs immunogenicit�, pharmacocin�tique, de la conjugaison avec divers agents dÕexploration 

comme les radionucleides ; les anticorps et leurs diff�rentes formes se r�v�lent un excellent 

outil pour cibler les antig�nes tumoraux. 

 

4-2-1-Fab'2 et Fab 

 

Le Fab et le F(abÕ)2, dÕun poids respectif de 55 et 110 kDa, sont obtenus par voie 

enzymatique, par digestion enzymatique de la papa�ne pour lÕobtention de fragment Fab ou de 

la pepsine pour le fragment FabÕ2.  

Fab est form� de la cha�ne l�g�re enti�re (VL+CL) et d'une partie de la cha�ne lourde 

(VH+CH1). FabÕ2 est form� de deux fragments Fab reli�s par un pont disulfure. 

 

 

 



 
 

 43 

 

Figure 20 : Les fragment Fab et Fc (fragment constant des cha�nes lourdes au-del� de la r�gion charni�re) sont 

obtenus par l'action enzymatique de la papa�ne. Le FabÕ2 et le pFcÕ (deux moiti�s C terminales de la r�gion Fc 

restant unies par des liaisons non covalentes) sont obtenus par l'action enzymatique de la pepsine. 

 

Certains produits contenant ce type de fragment sont approuv�s par la FDA (Food and Drug 

Administration). CÕest le cas de lÕarcitumomab coupl� au 99mTc, et dirig� contre lÕantig�ne 

carcynoembryonnaire (CEA) pour le diagnostic des r�cidives de cancers colorectaux ; ou de 

lÕimciromab , un fragment 111In-Fab se fixant � la myosine et utilis� pour le diagnostic des 

n�croses du myocarde. Le sulesomab (Leukoscan¨), un fragment FabÕ coupl� au 99mTc, est 

lui indiqu� pour localiser une infection ou une inflammation des os pour des suspicions 

dÕost�omy�lite. 

 

Il existe dÕautres fragments dÕanticorps obtenus par ing�nierie mol�culaire.  

 

4-2-2-scFv (single-chain-Fragment-variable) 

 

Les scFv, de 25 kDa sont constitu�s de r�gions variables de cha�nes lourdes et l�g�res 

assembl�es sur une m�me cha�ne peptidique (VH+VL). 

 

4-2-3-Minibody (scFv-CH3) 

 

Le minibody est un fragment dim�rique de 75 kDa, compos� de deux monom�res scFv reli�s 

par une r�gion constante (CH3).  
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4-2-4-Diabody, Triabody et Tetrabody 

 

Le diabody est lÕassociation de deux scFv, dÕun poids de 50 kDa. Le diabody est compos� de 

deux sites de liaison. Chaque site de liaison est form� par un domaine VH (variable de cha�nes 

lourdes) d'un premier scFv reli� au domaine VL (variable de cha�nes l�g�res) du second scFv. 

  

La r�duction de la longueur du peptide de liaison peut alors forcer lÕassociation en trim�re 

(triabody : 75 kDa) ou en t�tram�res (tetrabody : 110 kDa) [48].  

 

4-2-5-Nanobody 

 

Le Nanobody, dÕenviron 15 kDa, est compos� dÕun seul domaine d�pourvu de cha�ne l�g�re 

et dont le site de liaison de lÕantig�ne se situe uniquement dans lÕextr�mit� N-terminale de la 

cha�ne lourde (domaine VHH). 

Les cam�lid�s pr�sentent la particularit� de produire ce type dÕanticorps sp�cifiques tr�s affins 

[49]. 

 

!

Figure 21 : Repr�sentation des diff�rents fragments dÕAc obtenus par ing�nierie mol�culaire. En vert clair les 

r�gions variables l�g�res, en vert fonc� les r�gions variables lourdes, en bleu les r�gions constantes lourdes et en 

violet les r�gions constantes l�g�res. 
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4-2-6-Avantages / D�savantages 
 

 Anticorps entier Fab F(ab)2 scFv Diabody 
Minibody ou 

(scFv)2-Fc 
Nanobody 

Type 

dÕAnticorps 

 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 
 
 

 

 

 
 
 

 
 
 

Avantages 

-Hautement 
sp�cifique et sensible 
sur les antig�nes 

-Ciblage de la 
tumeur rapide 
 
-P�n�tration 
tumorale efficace 
 
-Faible bruit de 
fond 
 
-Clairance sanguine 
rapide 
 
-Moins 
immunog�nique / 
anticorps intactes 
 
-Temps dÕimagerie 
: 2-5 heures apr�s 
injection 
 

-P�n�tration 
tumorale efficace 
 
-Faible bruit de 
fond 
 
-Clairance sanguine 
rapide 
 
-Temps dÕimagerie 
: 4-5 heures apr�s 
injection 
 

-Adressage rapide 
 
-P�n�tration 
tumorale efficace  
 
-Faible bruit de 
fond 
 
-Clairance 
syst�mique rapide 
 
-Tr�s peu 
immunog�ne  
 
-D�lais pour 
lÕimagerie : 1h 
postinjection 

-Ciblage de la 
tumeur rapide 
 
-P�n�tration 
tumorale 
efficace 
 
-Sp�cificit� de 
liaison 
comparable a 
lÕanticorps 
parent  
 
-Bivalent : 
grande avidit� 
 
-Longue 
r�tention dans 
la tumeur 
 
-Faible bruit de 
fond 
 
-Clairance 
syst�mique 
rapide 
 
-Tr�s peu 
immunog�ne 
 
-D�lais pour 
lÕimagerie : 4- 
5h post-
injection 

-Bivalent : grande 
avidit� 
 
-Longue r�tention 
dans la tumeur 

-Ciblage de la 
tumeur rapide 
 
-P�n�tration 
tumorale efficace 
 
-Faible bruit de 
fond 
 
-Clairance 
syst�mique rapide 
 
-Elimination 
r�nale rapide 
 
-Tr�s peu 
immunog�ne 
 
-D�lais pour 
lÕimagerie : 1-3h 
post-injection 

Inconv�nients 

-Long temps de 
circulation 
 
-Fort bruit de fond 
 
-D�lais pour 
lÕimagerie : plusieurs 
jours post-injection 
 
-Co�t �lev� 
 

-Faible avidit� 
tumorale 
 
-Temps de 
circulation faible. 
 
-Radiotoxicit� 
r�nale  
 

-Radiotoxicit� 
r�nale 
 

-Faible avidit� 
tumorale 
 
-Tr�s faible temps 
de circulation 
 
-Radiotoxicit� 
r�nale et h�patique 

-Radiotoxicit� 
r�nale 
 

-Long temps de 
circulation 
 
-Fort bruit de fond 
 
-R�ponse 
immunitaire anti-
souris 
 
-D�lais post-
injection pour 
lÕimagerie tr�s 
variable :  
minibodies (18h)  
scFv-Fc (plusieurs 
jours) 

-Faible avidit� 
tumorale 
 
-Tr�s faible 
temps de 
circulation 
 
-Radiotoxicit� 
r�nale  
 

Tableau 2: Repr�sentation du design et des caract�ristiques des diff�rentes formes dÕanticorps employ�s pour 

lÕimagerie cibl�e et en th�rapeutique. Avantages et des inconv�nients pour les diff�rentes formes dÕAc. [29]
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5-89Zr-immuno-PET  

 
Bien que le 18F (Fluor-18 ) soit lÕisotope le plus commun en TEP, il en existe dÕautres, comme 

l'iode-124 , Zirconium-89, Cuivre-64 , Technetium-94m , Brome-76 et Galium-68 [50] . La 

sensibilit� 10 fois plus �lev�e de la TEP par rapport aux scanners SPECT classiques permet 

de d�tecter des isotopes � une concentration beaucoup plus faible [29].  

Avec les avanc�es concernant la chimie de conjugaison et une meilleure disponibilit� de 

radio-isotopes avec une plus longue demi-vie - tels que 124I (t1/2 : 100,2 heures) et 89Zr (t1/2 : 

78,4 heures) - l'utilisation d'anticorps marqu�s utilis�s en imagerie TEP, appel�e immunoPET, 

a �merg� comme une alternative prometteuse � la TEP m�tabolique classique. Contrairement 

au TEP classique, la r�ponse � lÕimmunoPET d�pend de la pr�sence d'une cible antig�nique 

sp�cifique. Par cons�quent, lÕimmunoPET pr�sente une plus grande sp�cificit� et peut 

�galement �tre utilis� pour obtenir des images de l�sions tumorales qui pr�sentent une faible 

activit� m�tabolique [29]. 

 

5-1-Le Zirconium-89 

 

5-1-1-Pr�sentation 

 

Le Zirconium-89 (89Zr) est un radionucl�ide �metteur de positons � longue dur�e de vie, il lui 

a �t� trouv� des applications scientifiques et m�dicales pour la d�tection et la r�v�lation de 

l�sions canc�reuses via lÕimagerie PET [51-52]. Le 89Zr a une plus longue dur�e de vie que la 

plupart des autres �metteurs de positons, ceci permet de pouvoir l'utiliser pour l'imagerie TEP 

en association, par exemple, avec un anticorps monoclonal. Le 89Zr est un isotope prometteur 

pour l'utilisation en TEP, il offre une excellente sensibilit� et une bonne quantification des Ac, 

de souris ou humains. Le 89Zr-immuno-PET  pourrait s'av�rer �tre un outil essentiel pour la 

recherche, les h�pitaux et les industries pharmaceutiques.  
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5-1-2-Caract�ristiques physiques 

 

Le 89Zr poss�de des caract�ristiques id�ales pour le marquage dÕAc entiers et pour visualiser 

leur distribution par un examen de TEP. Sa demi-vie physique longue (78.4h) correspond au 

temps n�cessaire � lÕAc pour atteindre un rapport tumeur/bruit optimal.  

Bien que la d�sint�gration du 89Zr engendre des rayonnements % de 909 keV avec 99% 

dÕabondance, il a �t� montr� que ceux-ci nÕinterf�rent pas avec les �missions "+ (395kev ; 

23% abondance) du point de vue de lÕimagerie TEP [52-53]. 

 

De plus, le 89Zr est un isotope r�sident, ce qui signifie qu'il reste pi�g� � l'int�rieur de la 

cellule cible si celui-ci est internalis�. Il est connu que 89Zr r�side dans une certaine mesure 

dans les organes catabolisant les Ac, tels que le foie, la rate et les reins [54].   

 

 
Tableau 3 : Donn�es physiques de 89Zr [55] 

 

5-1-3-La production du 89 Zr 

 

Comme le pr�cise Verel [53], le 89Zr est principalement produit par une r�action nucl�aire en 

yttrium naturel (89Y), et ce � l'aide d'un cyclotron biom�dical (Belgique, Pays-Bas). En bref, le 
89Y cible est bombard� avec des protons de 14 MeV pendant 2 � 3h (65-80µA) tandis que le 

support cible est refroidi avec de lÕeau. Les cibles 89Y sont pr�par�es par pulv�risation dÕune 

couche de 89Y sur un support de cuivre. 

Le rendement moyen permet d'obtenir des lots de forte activit� (pr�s de 10GBq). Avec de 

telles tailles de lot, un grand nombre d'�tudes immuno-TEP peut �tre r�alis� une fois le 
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produit r�ceptionn� dans les services de m�decine nucl�aire, sachant que les patients 

recevront de 37 � 74 MBq de 89Zr-Ac. 

La purification de 89Zr permet d'exclure lÕ89Y, lÕ88Y et d'autres impuret�s radionucl�idiques et 

est effectu�e par chromatographie d'affinit� en utilisant une colonne d'hydroxamate. Le 89Zr 

est �lu� par la colonne en utilisant 1 M d'acide oxalique, permettant d'acqu�rir un produit avec 

plus de 99,9 % de puret� radioactive (tableau n¡4). Afin d'�viter d'utiliser l'acide oxalique 

potentiellement toxique de ce processus, d'autres acides ont �t� �galement test�s. Les r�sultats 

ont montr� que, en d�pit de son potentiel toxique, l'acide oxalique est le trans-ch�lateur le plus 

appropri�, car il peut �tre parfaitement �limin� lors d'une �tape de purification ult�rieure par 

une colonne PD-10, pendant le marquage de l'Ac [53]. 

 

 
Tableau 4 : Analyse spectrom�trie gamma du 89Zr et sa purification par colonne d'hydroxamate. [53] 

 

5-1-4-Comparaison � lÕ124I  

 

LÕ124I pourrait �galement �tre utilis� comme une alternative possible � ce type d'imagerie � 

long terme, pr�sentant une demi-vie de 4,18 jours. Il est d�j� utilis� pour l'immuno-PET en 

clinique depuis plus de15 ans. C'est Frey qui, le premier, l'utilise en 1985 pour visualiser in 

vivo la thyro�de humaine [56]. 
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Il pr�sente des fortes �nergies principales de positrons aboutissant � une perte relativement 

importante de la r�solution spatiale de 2,3 mm par rapport au 89Zr qui, lui, avec des  �nergies 

de positrons moins importantes et une perte de r�solution spatiale intrins�que de 1,0 mm, 

donne de bien meilleurs r�sultats d'imagerie [57]. 

 

De plus, 124I g�n�re en quantit� significative des photons de haute �nergie (603 keV (63,0%), 

1691 keV (10,9%) et 723 keV (10,4%)). Les photons dÕ�nergie 603 keV, proches de ceux de 

511 keV,  peuvent entra�ner des fausses co�ncidences et donc entrainer un bruit de fond, � la 

diff�rence du 89Zr. Ainsi, l'application de 124I n�cessite l'utilisation de techniques de 

reconstruction d'image appropri�es afin de r�aliser une qualit� d'image raisonnable [57]. 

 

A noter que, contrairement au 89Zr, l'iode-124, lui, est lib�r� de la cellule cible sÕil y a une 

internalisation de lÕAc. En effet, le catabolisme intracellulaire et la deshalog�nation de 

lÕanticorps se traduisent par la clairance de lÕiode radioactif du tissu cible, entrainant une perte 

de signal [54]. 

 

 
Tableau 5 : Donn�es physiques de 124I. [58]   

 

Ainsi, pour lÕimagerie par immunoTEP coupl�e � un anticorps entier, le Zirconium-89 est 

peut-�tre l'un des plus prometteurs m�tallo-radionucl�ides pour l'imagerie in vivo de cancer 

[59]. 
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5-2-Anticorps et imagerie  via 89Zr-immuno-PET  

 

5-2-1-Format dÕAc adapt� 

 

CÕest en 1983 quÕil a �t� sugg�r� pour la premi�re fois dÕutiliser du 89Zr pour marquer un 

anticorps [60]. 

Ce sont les diff�rentes donn�es de pharmacocin�tiques, d'immunogenicit� qui permettent 

dÕeffectuer le choix des meilleurs formats dÕanticorps pour lÕimagerie in vivo. Comme cela est 

d�crit dans lÕarticle de Knowles [61], de nombreuses �tudes ont permis de donner des r�sultats 

prometteurs concernant lÕutilisation dÕanticorps entiers marqu�s au 89Zr, pour les imageries 

immuno-PET. Ce avec de nombreux produits, le 89Zr -N- succinyldesferrioxamine coupl� � 

l'anticorps chim�rique antiCD44v6 U36 pour des cancers ORL [52], le 89Zr - NSucDf Ð

trastuzumab pour la d�tection de lÕexpression de HER2 [62-63]. 

A noter que, de par leur clairance lente, lÕimagerie avec des anticorps entiers n�cessite 

g�n�ralement la r�alisation de lÕimage 4 � 7 jours apr�s l'injection. 

 

Pour les variants d'anticorps con�us par ing�nierie, des �tudes pr�cliniques ont d�montr� qu'ils 

peuvent s'accumuler rapidement dans les tumeurs tout en sÕ�liminant rapidement du sang, ce 

qui permet dÕeffectuer l'imagerie le jour m�me, voire le lendemain. De plus, ces fragments ont 

pr�sent� une meilleure p�n�tration de la tumeur, une cin�tique d'�limination plus rapide et un 

excellent ratio tumeur/sang, qui sont des propri�t�s d�sir�es pour un traceur d'imagerie. 

 

Les courbes pr�sentant les % doses incub�es/g dans la tumeur et dans le sang sont observables 

dans la figure n¡21. On observe que pour les anticorps intacts, l'imagerie � 96-168 heures 

offre un contraste optimal avec un %ID/g tumeur/sang important. Les fragments d'anticorps 

tels que scFv-Fc de ph�notype sauvage (72 � 120 heures), scFv-Fc mutant (12 � 48 heures), 

minibodies (8 � 48 heures), et diabodies (4 � 8 heures) sont utilisables pour obtenir des images 

� contraste �lev� � des temps inf�rieurs [61]. 
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Figure 22: Courbes du % de la dose incub�e/g en fonction du temps (Heures) dans la tumeur et dans le sang. Les 

demi-vies des agents utilis�s pour observer une imagerie TEP peuvent �tre modifi�es en supprimant certains 

domaines constants et cr�er des fragments de tailles vari�es. Le temps optimal pour obtenir des images est le 

temps o� il y a une forte captation tumorale associ�e � une faible captation sanguine. [61]  

 

Pour l'immuno-PET, lÕ�metteur de positons doit �tre appropri�, c'est-�-dire quÕil doit avoir 

une demi-vie (t1/2) compatible avec le temps n�cessaire pour atteindre une biodisponibilit� et 

un ratio captation tumorale/captation non tumorale optimal (typiquement 2 � 4 jours avec un 

anticorps entier) [53]. 

 

Le 89Zr pr�sente donc bien une demi-vie adapt�e pour l'utilisation d'anticorps entier pour le 

ciblage des l�sions d�sir�es. 

 

5-2-2-Etudes 

 

En 2012, Vosjan [55] recense de nombreuses �tudes, la plupart effectu�es durant les ann�es 

2000. On y retrouve plus de 20 �tudes pr�cliniques et plus de 25 �tudes cliniques effectuant 

des essais avec des produits associant le 89Zr et un anticorps (tableau n¡6 et n¡7). DÕautres 

�tudes pr�cliniques ont par ailleurs �t� publi�es avec, par exemple en 2005, lÕutilisation de Zr-

Cetuximab ciblant HER-1 pour suivre la biodistribution des isotopes th�rapeutiques 90Y et 
177Lu [64]. A noter la premi�re �tude clinique humaine en 2006 [52] pour la d�tection de 

tumeurs primaires et de m�tastases des ganglions lymphatiques pour des cancers ORL. 
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Tableau 6 : Etudes pr�cliniques recens�es par Vosjan de 2003 � 2012 [55].

 

Tableau 7 : Etudes cliniques recens�es par Vosjan de 2006 � 2012 [55].  
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6-Applications au marquage dÕun Ac pour le diagnostic 

diff�rentiel de lymphome de sous-type ABC 

 

Le projet pr�sent� regroupe les diff�rents items que nous avons d�crits pr�c�demment, 

associant la pathologie lympho�de, l'immunologie et la radiopharmacie. Il s'agira dÕeffectuer 

la mise en place, le d�veloppement possible et l'int�r�t d'un nouvel anticorps marqu� au 89Zr 

pour le diagnostic diff�rentiel des LDGCB ABC / GCB.  

Nous pr�senterons les options choisies pour obtenir la synth�se de ce nouvel anticorps 

marqu�. 

 

6-1-Choix de la cible 

 
6-1-1-Inhibition voie NF-!B 

 

Nous avons vu pr�c�demment la diff�rence de r�ponses aux traitements entre les diff�rents 

sous-types de LDGCB. La capacit� de NF-!B � inhiber les r�ponses � des agents 

chimioth�rapeutiques peut contribuer au comportement clinique r�fractaire des LDGCB ABC. 

En outre, l'inhibition de NF-!B pourrait sÕassocier � la chimioth�rapie pour tuer les cellules 

tumorales.  

 

DÕores et d�j�, la capacit� des r�cepteurs au TNF � induire la mort des cellules a �t� une piste 

s�duisante � exploiter. En effet, il semble ais� dÕagir au niveau des r�cepteurs par des 

mol�cules solubles ou des anticorps agonistes et ainsi de moduler lÕapoptose de la cellule 

tumorale. De nombreux arguments sugg�rent donc l'int�r�t d'inhiber la voie NF-!B en 

canc�rologie, et notamment en h�matologie, mais les essais cliniques sont encore tr�s rares. 

 

6-1-2-TACI 

 

Il a �t� d�montr� que le r�cepteur TACI du deuxi�me groupe (transmembrane activator and 

calcium-signal modulating cyclophilin ligand (CAML) interactor) et ses ligands BAFF (B-cell 
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activating factor) et APRIL (a proliferating-induced ligand) jouent un r�le dans certaines 

r�ponses immunitaires humorales [65].  

BAFF et APRIL, membres de la superfamille du TNF, se lient � TACI (TNFR) qui est 

exprim� sur les lymphocytes B et les lymphocytes T activ�s. Ils modulent l'activation, la 

survie et le d�veloppement des cellules B [66]. Tous deux sont donc des �l�ments clefs pour 

la survie et la fonction des lymphocytes B.  

Une �quipe cor�enne a �tudi�, parmi 66 patients pr�sentant un Lymphome diffus � grandes 

cellules B tous trait�s par R-CHOP, les taux s�riques de ces deux modulateurs de lÕimmunit� 

B. Les taux s�riques de BAFF sont globalement le double de ceux observ�s parmi les 

t�moins. Sous r�serve dÕune validation sur une s�rie plus importante et avec peut-�tre un recul 

m�dian plus important, BAFF semble donc �tre un facteur pronostique important dans les 

LNH diffus � grandes cellules B, contrairement � APRIL qui lui aurait une valeur pronostique 

majeure dans la LLC [67]. 

 

6-1-3-Autres pistes 

 
 A noter quelques pistes de traitement �mergent pour le traitement des LDGCB ABC comme 

celles pr�sent�es par Willems [68].  

 

- Par l'inhibition dÕIKK". 

- Par l'inhibition dÕIKK$ (potentialisant lÕeffet des inhibiteurs dÕIKK"). 

- Par l'inhibition de NF!B par les inhibiteurs du proteasome (bortezomib). 

- Par inhibition de lÕubiquitine ligase (diminuant possiblement la d�gradation dÕI!B$). 

- Par l'inhibition de MALT1 (bloquant lÕactivit� NF-!B). 

 

6-2-Choix de lÕanticorps 

 

Nous avons vu que le 89Zr pr�sente une demi-vie adapt�e pour l'utilisation d'anticorps entier 

pour le ciblage des l�sions tumorales recherch�es. En effet, son temps de demi-vie correspond 

au temps n�cessaire � un anticorps entier pour obtenir un ratio captation tumorale/captation 

non tumorale optimal [53]. 
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6-2-1-Anticorps anti TACI 

 

Afin de pouvoir atteindre le plus sp�cifiquement possible notre cible, le TNFR TACI, nous 

utiliserons un anticorps anti-TACI. 

 

6-2-2-Rituximab 

 

LÕobtention en tr�s faible quantit� et � un prix important de lÕAc anti-TACI nous contraint � 

d�buter notre projet en utilisant un Ac de m�me nature, bien plus facile � obtenir et � moindre 

co�t. Le Rituximab nous permettra de valider nos m�thodes de couplage avec un ch�lateur et 

notre radiomarquage par du 89Zr. 

Le Rituximab est un anticorps monoclonal chim�rique dirig� contre lÕantig�ne CD20 pr�sent 

� la surface des cellules B, du stade pr�-B au stade de lymphocyte B mature. 

Il sÕagit dÕun anticorps chim�rique compos� de domaines constants humains (cha�ne lourde !1 

et cha�ne l�g�re kappa) et de domaines variables murins. Le Rituximab est un anticorps anti-

CD20 utilis� presque exclusivement en pratique clinique. 

 

6-3-Choix ch�lateur  

 

6-3-1-DTPA ; Porphyrine  

 

Dans les ann�es 1980, le DTPA [69] et la porphyrine [70] sont utilis�s comme agents 

ch�latants pour associer le 89Zr � un anticorps. 

 

6-3-2-Desferal (Df) 

 

 En 1992, 1996 et 1997. Meijs �value in vitro [71], d�crit une m�thode de marquage [72] et 

observe la distribution chez des souris [73] dÕun anticorps marqu� au 89Zr via le ch�lateur 

desferal. 

Cette m�thode lui para�t rapide, efficace, et permettrait une haute accumulation au niveau 

dÕune tumeur. 
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6-3-2-1-M�thode  

 

¥ Insertion dÕun groupe maleimide sur un Ac gr�ce au SMCC (succinimidyl-4-N-

maleimidomethyl cyclohexane-1-carboxylate) 

 

¥ Le Groupe amine du Df est modifi� avec SATA (N-succinimidyl-S-acetylthioacetate) 

pour donner un Thioester 

 

¥ Le Thioester r�agit avec groupe maleimide  

 

 
Figure 23 : Pr�sentation sch�matique du couplage entre le ch�lateur (Df) et un anticorps. [72] 

 

6-3-3-N-succinyldesferrioxamine B (N-SucDf) 

 

En 2003, Verel [53] d�crit les diff�rents probl�mes rencontr� avec le Df et pr�sente un 

nouveau protocole via un nouveau ch�lateur. 

Il d�crit une instabilit� en in vitro et en in vivo pour lÕAcU36-SMCC-SATA-Df-89Zr. Cette 

instabilit� est due � lÕouverture des cycles succinimide, responsables de la lib�ration du 

ch�lateur, r�sultant donc dÕune sous Ç livraison È de Zr � la tumeur. 
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Figure 24 : Structure chimique de lÕanticorps ch�lat�. En rouge le cycle succinimide.  

 

Le nouveau protocole pr�sent� par Verel, se d�roule en 6 �tapes, permettant la formation dÕun 

pont amide stable entre le ch�lateur et lÕAc.

 
 

 
Figure 25 : Sch�ma des six �tapes pour la synth�se du Zr-N-SucDf-Ac. 1-Les groupes amines pr�sents sur Df 

sont convertis en acide carboxylique fonctionnel. 2-Les groupes hydroxamates de N-sucDf sont bloqu�s par 

formation dÕun complexe avec Fe(III). 3-Est�rification du complexe N-sucDf-Fe par le TFP-ester. 4-Couplage � 

lÕAc. 5-Fe(III) retir� par r�duction en Fe(II) par EDTA. 6-Ac-NsucDf radiomarqu� par 89Zr (pH 7.2-7.4 pendant 

30 minutes �tuve). [53] 
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Gr�ce � cette m�thode, Verel obtient une conjugaison optimale avec un respect de la puret� 

radiochimique, de lÕint�grit�, de lÕimmunor�activit� et de la stabilit� de la pr�paration. De 

plus, apr�s injection de lÕAcU36-N-sucDf-89Zr des petites tumeurs sont visualis�es chez des 

souris [53]. 

 

6-3-4-Df-Bz-NCS 

 

En 2009, Perk [74] pr�sente un nouveau ch�lateur bifonctionnel, le p-Isothiocyanatobenzyl-

desferrioxamine, quÕil compare au N-SucDf en le couplant avec 3 anticorps diff�rents. La 

pr�paration de ce marquage est simplifi�e par une m�thode en 2 �tapes, et ceci gr�ce � un 

ch�lateur qui ne n�cessite pas de modifications et est en quelque sorte Ç pr�t � lÕemploi È. 

 

 
Figure 26 : Repr�sentation sch�matique de lÕanticorps modifi� avec le nouveau ch�lateur bifonctionnel Df-Bz-

NCS par le couplage du Groupe Isothiocyanate du ch�lateur avec lÕamine primaire de lÕAc pour former un pont 

thiour�e (1) puis intervient le radiomarquage par le 89Zr (2). [74] 

 

Ce nouveau ch�lateur permet une pr�paration plus simple et plus rapide, respectant lÕint�grit� 

et lÕimmunor�activit� de lÕAc. Il ne pr�sente pas de diff�rence significative avec le N-SucDf, 

pour sa stabilit� (in vitro et in vivo), sa biodisponibilit� et pour sa captation par les l�sions 

tumorales (images TEP). 
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6-3-5-R�sum� et d�cision 

 

 
Figure 27: Pr�sentation des diff�rents ch�lateurs utilis�s pour le marquage dÕanticorps au 89Zr au cours du temps. 

 

Afin dÕeffectuer le marquage dÕAc avec le 89Zr, notre choix sÕoriente donc naturellement vers 

le ch�lateur p-Isothiocyanatobenzyl-desferrioxamine.  

6-4-Choix protocole pr�paration 

 

Pour le choix du protocole de pr�paration, nous avons compar� deux protocoles [75-76]. 

Pr�sent� dans deux articles, ils utilisent tous deux le ch�lateur Df-Bz-NCS.  

 

 

Tableau 8 : Comparatif des deux m�thodes. [75-76] 
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Nous avons s�lectionn� le protocole de Vosjan car il est dans cet article [75] excellemment 

bien d�crit et les diff�rentes �tapes sont succinctement pr�sent�es. De plus, un exc�s molaire 

de 3 de Df-Bz-NCS est n�cessaire comparativement au 5 pour Natarajan. Le rendement global 

est notamment meilleur pour le protocole de Vosjan. 
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Dans cette partie nous d�crierons les diff�rentes m�thodes ayant permis dÕ�tudier et dÕutiliser 

les lign�es cellulaires s�lectionn�es. Puis nous pr�senterons les �tapes qui nous ont permis 

dÕobtenir le couplage du 89Zr avec nos deux anticorps : le Rituximab et lÕAnti-TACI. Nous 

pr�senterons par la suite les contr�les effectu�s sur les produits obtenus ainsi que les r�sultats 

suites � ces exp�riences. 

 

1-Mat�riels 

1-1-Lign�es cellulaires 

 

Quatre lign�es cellulaires ont �t� s�lectionn�es: 

 

- La lign�e Su-DHL16 (DHL) est issue dÕun lymphome humain diffus � grandes cellules B 

acquises via lÕATCC (American Type Culture Collection). 

- La lign�e RL est issue dÕun lymphome humain diffus � grandes cellules B acquises via 

lÕATCC (American Type Culture Collection). 

- La lign�e VAL est issue dÕun lymphome diffus dÕun patient du Centre Henri Becquerel 

(CHB). 

- La lign�e REC est issue dÕun lymphome du manteau dÕun patient du CHB. 

 

Elles ont �t� congel�es en attendant leur extraction et leur dosage 

 

1-1-1-Culture cellulaire Ð viabilit� et comptage 

 

Le comptage cellulaire est effectu� sur nos lign�es sous une hotte � flux laminaire. Les lign�es 

sont cultiv�es dans des flasques (BD Biosciences) contenant un milieu de culture : Milieu 

RPMI 1640 (Eurobio) ; S�rum de Veau FÏtal (SVF) 10% (Eurobio) ; Glutamine (Eurobio), 

Antibiotiques (p�nicilline + streptomycine ; Sigma Aldrich). Pour visualiser les cellules au 

microscope, nous aurons besoin de Bleu Trypan (Eurobio) et de Tampon phosphate salin 

(PBS, Thermo Scientific). Un �chantillon sera ensuite plac� sur une lame de Kova pour faire 

le comptage. 
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1-1-2-Test lign�es cellulaires: 

 

1-1-2-1-FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) 

 

Un cytom�tre en flux  de chez Beckman est utilis� pour faire lÕexp�rience du FACS sur nos 

lign�es cellulaires. Les cellules sont mises au contact de PBS (pastilles, Sigma / P4417, dans 1 

litre dÕeau st�rile) avec ou sans Anticorps anti-CD20 (Beckman). 

 
1-1-2-2-RT-MLPA (Reverse Transcriptase-Multiplex ligation-dependent probe 

amplification) 

 

Les ARN ont �t� extraits � partir de biopsies ganglionnaires de LDGCB. La r�action de 

reverse transcription est effectu� gr�ce � un Kit de RT (Invitrogen) compos� de tampon 5X, 

de DTT 100 mM, de dNTPs (deoxynucl�otide) 10 mM, dÕamorces hexam�res al�atoires � 100 

&M et dÕune reverse transcriptase MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus). LÕhybridation 

des sondes de MLPA est effectu�e avec du RT-MLPA probemix (MRC Holland). La ligation 

des sondes hybrid�es est r�alis�e gr�ce � un m�lange ligase compos� de SALSA-Ligase 65 

Buffer A, SALSA-Ligase Buffer B, RNAse et SALSA-Ligase 65 (MRC-Holland). 

LÕamplification des sondes ligu�es est effectu�e avec le mix de PCR Extensor Hi-Fidelity 

PCR Master Mix (Thermo Scientific). Pour lÕanalyse, les produits de PCR sont m�lang�s avec 

le marqueur de taille GeneScan 400HD ROX (lifetechnologies) puis s�par�s par 

�lectrophor�se capillaire sur un ABI 3130 analyzer (Applied Biosystems). 

 

1-2-Le Couplage 

 

1-2-1-Couplage Df-Bz-NCS + Ac 

 

LÕessai de couplage est r�alis� en utilisant du Rituximab comme mod�le (Mabthera¨, 

ROCHE). Celui-ci est obtenu � la pharmacie du CHB. Puis, le couplage est r�alis� avec un 

anticorps Anti-TACI de rat obtenu via la soci�t� LSBio (LS-C89973). Ils seront coupl�s avec 

le ch�lateur p-isothiocyanatobenzyldesferrioxamine, Macrocyclics. Ce ch�lateur sera dans un 

premier temps dilu� dans du dimethyl sulfoxide, DMSO 99,8% (ACROS ORGANICS). Une 

solution de carbonate de sodium d�pourvue de trace m�tallique (Sigma Aldrich) est ajout�e � 



 
 

 64 

lÕanticorps pour atteindre le pH souhait�. Une colonne PD-10 (GE Healthcare) est 

conditionn�e par une solution compos�e dÕac�tate de sodium (Normapur) et dÕacide 

gentisique 99%, (Acros Organics) avant lÕajout de lÕ�chantillon Ac-ch�lateur. 

 

1-2-2-Contr�le Qualit� sur couplage 

 

1-2-2-1-Extraction et dosage des prot�ines 

 

Les prot�ines sont extraites de nos lign�es cellulaires par un tampon dÕextraction RIPA 

(Radioimmunoprecipitation assay) obtenu au laboratoire de biopathologie du CHB. Ce 

tampon est compos� de NaCl, NP40, Tris-HCl, SDS (Sigma-Aldrich) ajout� � un cocktail 

dÕinhibiteur de prot�ases et dÕinhibiteur de phosphatases (Thermo Scientific). La pr�paration 

de la gamme dÕ�talonnage du spectrophotom�tre est faite avec un Kit BCA (Pierce) de dosage 

de prot�ines contenant un R�actif A (carbonate de sodium, bicarbonate de sodium, acide 

bicinchoninique et tartrate de sodium dans 0,1M dÕhydroxide de sodium), un R�actif B (4% 

sulfate cuprique) et du BSA (albumine de s�rum bovin) � 2 mg/ml. Pour les dilutions de nos 

prot�ines nous utiliserons du PBS. Nos �chantillons seront analys�s avec un 

spectrophotom�tre (Jenway). 

 

1-2-2-2-Western Blot (WB) 

 

Le mat�riel disponible pour effectuer le western blot provient essentiellement de chez Biorad. 

Les prot�ines � faire migrer seront trait�es par du Bleu 5X et du DTT (dithiothreitol). Les 

prot�ines migreront sur un gel de polyacrylamide �galement de chez Biorad. Pour v�rifier 

lÕint�grit� de lÕanticorps ch�lat�, le gel sera mis dans une solution de fixation compos�e 

dÕ�thanol, dÕacide ac�tique et dÕeau, puis mis au contact de bleu de Coomasie. Pour v�rifier la 

sp�cificit� de lÕanticorps ch�lat�, nous effectuerons le transfert des prot�ines de nos lign�es 

cellulaires se trouvant sur le gel, sur une membrane de nitrocellulose (RTZ Transfer Kits, 

Biorad) gr�ce a un tampon de transfert 1X compos� de tampon de transfert 5X (Tris, Glycine, 

Methanol)(Biorad), dÕ�thanol et dÕeau. Sur cette membrane est ajout�e une solution de 

blocage constitu�e de prot�ines de lait et de PBST 0,1% (BSA+PBS Tween). Le PBST est 

compos� de PBS + 10 gouttes de Tween 50% (ZYMED n¡ 3005). Nous utiliserons lÕanticorps 
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anti-Rituximab HRP (AbD Serotec) comme anticorps secondaire pour v�rifier la sp�cificit� 

du Rituximab ch�lat�. Enfin, nous utiliserons lÕanticorps anti-mouse IgG HRP (Pierce) 

comme Ac secondaire pour v�rifier la sp�cificit� de lÕanti-TACI ch�lat�. 

 

1-3-Radiomarquage 

 

1-3-1-Radiomarquage avec le 89Zr 

 

Le zirconium-89 provient de Perkin-Elmer (NL). On y ajoute de lÕacide oxalique (LABOSI), 

du carbonate de sodium (Sigma Aldrich), notre �chantillon Df-Bz-NCS-Ac et du tampon 

HEPES (Life Technologies). Une colonne PD-10 (GE Healthcare) est conditionn�e par une 

solution compos�e dÕac�tate de sodium (Normapur) et dÕacide gentisique 99%, (Acros 

Organics) avant lÕajout de lÕ�chantillon 89Zr-Df-Bz-NCS-Ac. 

 

1-3-2-Contr�le Qualit� sur Radiomarquage  

 

1-3-2-1-ITLC (Instant thin-layer chromatography) 

 

LÕITLC est effectu�e par d�p�t de lÕ�chantillon sur une bandelette de silice (Biodex). Elle est 

mise dans une cuve en verre au contact de lÕ�luant ITLC, compos� dÕacide citrique 

monohydrate (Sigma Aldrich) et de carbonate de sodium (Sigma Aldrich). Les r�sultats seront 

interpr�t�s suite � la lecture du signal par un radiochromatographe (Ray-test mini-Gita) �quip� 

dÕun d�tecteur � scintillation BGO (Bismuth Germanium Oxide). 

 

1-3-2-2-HPLC (Chromatographie liquide haute performance)  

 

Une colonne dÕexclusion de taille superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare) est utilis�e pour 

lÕHPLC. LÕ�luant passant dans la colonne est compos� de sodium dihydrogene phosphate 

monohydrat� (Sigma Aldrich), de disodium hydrogenophosphate hydrate (AnalaR) de sodium 

chloride (Sigma Aldrich) et dÕazoture de sodium (Sigma Aldrich). Les r�sultats seront 

interpr�t�s par le logiciel Chromeleon¨ suite � la d�tection du signal par un d�tecteur � 

scintillation NaI (Tl) (iodure de sodium). 
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1-3-2-3-Stabilit� 

 

La stabilit� de notre 89Zr-Df-Bz-NCS-Ac sera �valu�e dans du Nacl 0,9% et dans du s�rum 

humain dans des tubes h�parin�s (laboratoire de bact�riologie du CHB). Puis, ils seront 

incub�s dans un incubateur � 37¡C. 

 

1-3-2-4-Comp�tition 

 

Pour notre �tude de comp�tition nous avons besoin de notre �chantillon 89Zr-Df-Bz-NCS-Ac, 

dÕAnticorps froid, de nos lign�es CD20+ et de Nacl 0,9% pour effectuer nos diff�rentes 

dilutions. Les mesures seront effectu�es par un compteur gamma puits. 

 

1-3-2-5-Immunor�activit� 

 

Pour d�terminer la fraction immunor�active nous utiliserons la lign�e cellulaire CD20+ VAL 

plus ou moins dilu�e avec du Nacl 0,9% et le 89Zr-Df-Bz-NCS-Anticorps. Les mesures seront 

effectu�es par un compteur gamma. 

 

1-4-Exp�rience sur le petit animal 

 

 1-4-1-Immunohistochimie 

 

Les lign�es cellulaires utilis�es sont les lign�es REC et DHL.  Elles seront inject�es chez des 

souris SWISS NU/NU. LÕautomate utilis� est un PT Link (Dako, Danemark) pour 

d�masquage antig�nique. 

Concernant les r�actifs, pour le d�masquage antig�nique, nous utilisons une solution pH6 

(K8005, Dako, Danemark) et pour lÕ�tape dÕ�limination de peroxydases endog�nes, du 

m�thanol � 3% dÕH2O2 (CarloErba, France). Les anticorps primaires utilis�s sont, dÕune part, 

un monoclonal de souris (TACI antibody, clone MM0562-9D22, NOVUS 

Biological;Littleton) et un monoclonal de rat (TACI antibody, LSBio; Seattle). Pour la 

d�tection immunohistochimique, nous utiliserons le kit Vectastain Elite (PK6001, Vector, 

Californie) utilisant le Syst�me ABC : utilisation dÕun anticorps secondaire biotynil� avec un 
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complexe avidine lui-m�me coupl� � une enzyme peroxydase. Pour �viter une r�action crois�e 

de lÕanticorps secondaire anti-souris avec les immunoglobulines endog�nes pr�sentes dans le 

tissu de souris, nous aurons besoin du kit MOM (BMK2022, Vector, Californie) avant 

lÕincubation de lÕanticorps primaire. Un anticorps secondaire biotynil� anti-rat (BA9401, 

Vector, Californie) est utilis� car non compris dans le kit Vectastain. La lecture de lame est 

effectu�e par un scanner de lame vision tek (logiciel vision tek). 

 

1-4-2-Injection in vivo 

 

Les injections des lign�es tumorales REC et DHL ont �t� effectu�es en sous-cutan�e au 

niveau de la cuisse de deux souris femelles Swiss NU/NU (Charles River). Ces injections ont  

permis dÕobtenir un volume tumoral de 3 cm3 pour REC et 1 cm3 pour DHL. Cinq semaines 

apr�s la x�nogreffe sous-cutan�e, les deux souris ont re�u une injection de 18F-FDG (Clinique 

Saint-Luc) et une injection de 89Zr-Df-Bz-NCS-Ac. Les images seront ensuite acquises gr�ce 

au Nanospect/CT (Bioscan) et au MicroPET (Mosa�c-BZN06 - Philips). Ces derni�res seront 

reconstruites et fusionn�es afin de pouvoir visualiser pour chaque souris les r�gions dÕint�r�ts 

(ROI).  
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2-M�thodes 

 
2-1-Lign�es cellulaires 

  

2-1-1-Culture cellulaire Ð viabilit� et comptage  

 

Les lign�es cellulaires sont cultiv�es en suspension dans leur milieu nutritif dans des flasques. 

Les cellules sont mises en incubateur pour les cultiver, sous 37¡C et en atmosph�re � teneur 

en CO2 5%, O2 5%, N2 90% et 85% dÕhumidit�. 

 

Description de la m�thode : 

 

Le comptage cellulaire permettra dÕobtenir la concentration cellulaire de chaque lign�e, 

concentration qui sera n�cessaire lors des contr�les qualit�s de notre anticorps radiomarqu�. 

De plus, cette technique permettra d'estimer le taux de viabilit� de nos cellules. 

 

Protocole : 

 

A lÕaide dÕune pipette, on remet les cellules en suspension dans leur milieu de culture. Puis il 

faut m�langer dans un tube les cellules avec du PBS et du bleu trypan afin obtenir une 

dilution au 1/5e. Pour effectuer le comptage, il faut introduire 10µl du m�lange dans une lame 

de Kova. La lame de Kova est ensuite observ�e au microscope (x10). 

Il suffit de compter le nombre de cellules viables (blanches) et le nombre de cellules non 

viables (bleues) dans les carr�s. 

Ainsi, nous pourrons calculer le taux de viabilit� (nombre de blanches / nombre total) : 

sup�rieur � 90% ; et calculer la concentration de cellule : nombre de cellules par petit carr� x 

90 x 5 (dilution). 
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Figure 28 : Illustration dÕune lame de Kova comportant dix cellules � grille de 9 carr�s chacun comportant 9 cases. 

 

2-1-3-Caract�risation des lign�es cellulaires 

 

2-1-3-1-FACS (Fluorescence-activated cell sorter ou analyseur-trieur de cellules) 

 

Description de la m�thode :  

 

Cette technique permet une caract�risation individuelle, quantitative et qualitative de 

particules en suspension dans un liquide.  

LÕidentification des cellules repose sur lÕutilisation dÕanticorps monoclonaux marqu�s par un 

fluorochrome et sp�cifiques dÕune prot�ine membranaire propre � la cellule � analyser. La 

premi�re �tape de la r�action consiste donc � incuber une population cellulaire avec un 

anticorps marqu� qui se fixe sp�cifiquement sur une sous-population cellulaire donn�e.  

Dans cet appareil, les cellules sont aspir�es dans une gaine liquide. Cette gaine liquide se 

termine par un fin capillaire ne permettant le passage que dÕune cellule � la fois, et donc 

dÕanalyser les cellules une par une. La cellule ainsi isol�e passe devant le faisceau dÕun rayon 

laser. Le passage de la cellule devant le faisceau laser a plusieurs cons�quences. La premi�re 

est dÕinduire une d�viation du faisceau, et la seconde est dÕexciter les fluorochromes fix�s aux 

anticorps eux-m�mes fix�s aux cellules � d�tecter, et ainsi dÕinduire lÕ�mission dÕune 

fluorescence. 

Des photomultiplicateurs d�tectent les d�viations du faisceau laser qui renseigne sur plusieurs 

caract�ristiques physiques dÕune cellule, comme sa taille, sa granularit� (complexit� interne 

relative) et son intensit� relative de fluorescence (indiquant la pr�sence de lÕanticorps sur la 

cellule). 

Les signaux sont s�par�s (par des filtres optiques), collect�s (par des photomultiplicateurs) 

puis amplifi�s. Un ordinateur peut alors d�crire des donn�es statistiques associ�es aux 
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distributions des param�tres mesur�s, et les repr�sente sous la forme dÕhistogrammes ou de 

cytogrammes sur une ou plusieurs populations dont les propri�t�s cellulaires sont ainsi 

�valu�es. 

 

Pour nos lign�es cellulaires, l'objectif est de confirmer la pr�sence d'antig�ne CD20+ et/ou 

TACI+ gr�ce � lÕutilisation dÕanticorps anti-CD20 et dÕanticorps-anti anti-TACI coupl� � un 

fluorochrome.  

 

 
Figure 29 : Sch�ma de fonctionnement de la cytom�trie en flux 

 

Protocole : 

 

Pr�lever le volume de cellules n�cessaire (en fonction du comptage) pour avoir 106 cellules. 

Centrifuger alors l'aliquot 5 minutes � 1000 tours par minute (rpm) puis laver les cellules dans 

2 ml de PBS 1X. Centrifuger � nouveau 5 minutes � 1000 rpm et jeter le surnageant. 

Ensuite, suspendre les cellules avec du PBS pour avoir 106 cellules dans 100µl. 

Mettre ces 100µl de cellules dans les tubes et y ajouter lÕanticorps anti-antig�ne (10 � 20µl). 

Puis, laisser poser le tube environ15 minutes � l'abri de la lumi�re et ajouter 1ml de PBS pour 

effectuer une lecture imm�diate. Pour finir r�partir les flacons dans le cytom�tre en flux et 

lancer lÕanalyse. 
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2-1-3-2-RT-MLPA (Reverse Transcriptase-Multiplex ligation-dependent probe 

amplification) 

 

Description de la m�thode :  

 

La RT-MLPA (Reverse Transcription - Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) 

permet de quantifier lÕexpression de plusieurs g�nes simultan�ment gr�ce � une m�thode 

dÕhybridation de sondes sur ADN compl�mentaire (ADNc), suivie dÕune PCR (polymerase 

chain reaction). Apr�s reverse transcription, les sondes MLPA sÕhybrident � leur cible sur 

lÕADNc. Les sondes hybrid�es sont ensuite ligu�es (ligase) et amplifi�es par PCR. Les 

amplicons produits sont s�par�s et quantifi�s par �lectrophor�se capillaire le long dÕun 

capillaire de silice rempli de tampons sous voltage �lev�, puis sont d�tect�s par fluorim�trie. 

A noter que chaque sonde MLPA a une longueur unique permettant une identification simple 

[77]. On observe alors une diff�rence relative de la hauteur des pics qui indique une variation 

du niveau dÕexpression des g�nes cibles. De plus, lÕanalyse de ces r�sultats permet dÕobtenir 

un score en fonction de lÕimportance de lÕexpression des g�nes d�finis comme pro-GCB ou 

pro-ABC. Cette technique permet de diff�rencier les deux sous-types de LDGCB, cependant 

dans notre �tude nous ne lÕutiliserons que pour identifier les lign�es TACI + ou TACI -. 

 

Protocole :  

 

Toutes les r�actions sont r�alis�es dans un thermocycleur avec un couvercle chauffant. Dans 

un premier temps, il sÕagit de d�naturer lÕARN, pour cela 1 µg dÕARN totaux sont dilu�s dans 

4 µl dÕeau sans RNAse et conserv�s dans la glace. Apr�s addition de 7,5 µl du KIT RT, les 

�chantillons sont chauff�s pendant 1 minute � 80¡C, puis incub�s 5 minutes � 37¡C afin de 

permettre lÕhybridation al�atoire des amorces, et refroidis � 4¡C. 

Puis, 1 µl de RT-MMLV est ajout�, et les �chantillons sont incub�s pendant 15 minutes � 

37¡C pour synth�tiser lÕADNc, puis ils sont chauff�s pendant 2 minutes � 98¡C pour inactiver 

lÕenzyme, et refroidis � 4¡C. 

Pour lÕhybridation des sondes MLPA, 5 µl dÕADNc sont transf�r�s dans un nouveau tube avec 

3 µl du RT-MLPA probemix. Les �chantillons sont ensuite chauff�s pendant 2 minutes � 95¡C 

et incub�s pendant 1 heure � 60¡C pour permettre lÕhybridation des sondes MLPA � leurs 

cibles ADNc.  
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La ligation des oligonucleotides hybrid�s est r�alis�e apr�s refroidissement des �chantillons � 

56¡C, en ajoutant 32 µl du m�lange ligase et en incubant le m�lange pendant 15 minutes � 

56¡C. LÕenzyme ligase est ensuite inactiv�e par chauffage pendant 5 minutes � 98¡C.  

Pour lÕamplification des sondes ligu�es par PCR, 5 µl de chaque produit de ligation sont 

ajout�s � 15 µl dÕun m�lange de polym�rase.  

L'amplification a �t� r�alis�e avec le programme suivant : 

6 min 94 ¡C; 35 cycles (30 sec 94 ¡C, 30 sec 58 ¡C, 30 sec 72 ¡C); 4 min 72 ¡C; refroidi � 16 

¡C. 

 Pour lÕanalyse des donn�es, 1 &l de chaque produit de PCR est m�lang� avec 1 µl de 

GeneScan 400HD ROX et 28 µl de formamide, d�natur� pendant 3 minutes � 95¡C et charg� 

sur analyseur � �lectrophor�se capillaire ABI3130 en mode GeneScan (Applied Biosystems, 

Warrington, Royaume-Uni). 

LÕanalyse des r�sultats est effectu�e en comparant la taille relative des pics obtenus. 

 

 

 
Figure 30 : Diff�rentes �tapes cl�s du fonctionnement de la RT-MLPA [77] 

 

2-2-Le Couplage 

 

2-2-1-Couplage Df-Bz-NCS + Anticorps 

 

Description de la m�thode : 

 

Pour la synth�se du Rituximab ou de lÕAnti-TACI marqu� au 89Zr, nous nous sommes r�f�r�s 

� un protocole de Vosjan paru en 2010 dans la revue Nature [75]. Il reprend les diff�rentes 
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�tapes n�cessaires pour lÕobtention dÕun Ac marqu� au 89Zr par lÕinterm�diaire du ch�lateur p-

isothiocyanatobenzyldesferrioxamine. 

Protocole : 

 

LÕanticorps (Rituximab � 34,7 mM; Anti-TACI � 3,3 mM ; pH = 9) est mis � r�agir avec le 

Df-Bz-NCS (5 mM dans 20 µl de DMSO) pendant 30 minutes. 

La colonne de dessalage PD10 est conditionn�e par une solution d'acide gentisique 

additionn�e d'un tampon ac�tate (0,25 M; pH = 5.5). 

L'�chantillon (Df-Bz-NCS-Rituximab ou Df-Bz-NCS-Anti TACI) est introduit dans la 

colonne, l'�luat sortant est non conserv�. Puis, la colonne est lav�e � deux reprises par la 

solution d'acide gentisique additionn�e d'un tampon ac�tate. Le premier �luat n'est pas 

conserv�, le deuxi�me est conserv�, il s'agit de notre �chantillon Df-Bz-NCS-Anticorps, � 

conserver � -20¡C. 

 

 

 
Figure 31 : GE Healthcare ; Principe de fonctionnement colonne de dessalage. La colonne, gr�ce aux billes 

microporeuses, va permettre de ralentir lÕ�lution des petites mol�cules qui vont se retrouver pi�g�es dans les 

pores, contrairement aux mol�cules plus grosses. 
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2-2-2-Contr�les qualit�s sur couplage 

 

2-2-2-1-Extraction et dosage des prot�ines 

 

LÕextraction et le dosage prot�ique permettront dÕobtenir la concentration en prot�ines de 

chaque lign�e. Concentration qui sera n�cessaire lors des contr�les qualit�s, par Western Blot, 

de notre anticorps coupl� radiomarqu�. 

 

Extraction des prot�ines : 

 

Description de la m�thode : 

 

Les prot�ines � extraire et pr�parer sont issues de cellules d'�chantillons biologiques (biopsie 

de tissus, culture cellulaire...). On extrait les prot�ines par lÕutilisation dÕun tampon de lyse 

(RIPA) qui rompt les parois cellulaires et membranes biologiques. Il faut veiller � ne pas 

modifier les cha�nes polypeptidiques lib�r�es (inhibition des phosphatases, prot�ases, 

glycosidases) et � maintenir les prot�ines sous forme soluble (�limination des sels). Nous 

avons donc extrait les prot�ines de nos 4 lign�es cellulaires. 

 

Protocole : 

 

Il faut resuspendre le culot cellulaire sec (-80¡C) dans 2ml de tampon RIPA. Puis, laisser les 

cellules lyser 30 minutes dans la glace. Ensuite, centrifuger 15 minutes (4¡C) et r�cup�rer le 

surnageant contenant les prot�ines cellulaires. Enfin, aliquoter et stocker � -80¡C. 

 

Dosage des prot�ines :  

 

Description de la m�thode : 

 

LÕexpression de la prot�ine dÕint�r�t est diff�rente en fonction de la lign�e s�lectionn�e. Le 

dosage des prot�ines permettra d'uniformiser les �chantillons afin d'analyser la m�me quantit� 

de prot�ines, quelle que soit lÕorigine de lÕ�chantillon, et ceci afin de pouvoir mener 

lÕ�lectrophor�se sur gel avec une quantit� connue de prot�ines. 
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LÕabsorbance lue par spectrophotom�trie des �chantillons est directement proportionnelle � la 

quantit� de prot�ines pr�sentes dans la solution et peut �tre estim�e par comparaison avec une 

prot�ine standard, telle que lÕalbumine bovine s�rique (BSA). 

 

 
Figure 32: DÕapr�s Johnson. Repr�sentation sch�matique de la m�thode au BCA.  La quantit� de Cu2+ r�duit en 

Cu+ est proportionnelle � la concentration en prot�ines de notre �chantillon. Le Cu+ alors obtenu r�agit avec deux 

mol�cules de BCA. Le BCA �tant un r�actif chromog�ne de Cu+, il change de couleur en fonction de la quantit� 

de Cu+ et donc de prot�ines. LÕabsorbance � 562 nm est directement proportionnelle � la quantit� de prot�ines de 

lÕ�chantillon. [78] 

 

Protocole : 

 

Pour commencer, pr�parer la gamme standard de BSA par diff�rentes dilutions avec le PBS. 

Puis, pr�parer les �chantillons de prot�ines extraites des diff�rentes lign�es cellulaires en 

double exemplaire � des dilutions au 1/50e et 1/100e avec du PBS. 

Ensuite, pr�parer la solution BCA WR, compos�e des r�actifs A : B (ratio 50 : 1) et ajouter 

1ml de cette solution � tous les tubes (gamme et �chantillons). Mettre les tubes au bain marie 

30 minutes. Pour finir, effectuer la lecture de lÕabsorption des tubes au spectrophotom�tre � 

562 nm. 

 

2-2-2-2-Western Blot 

 

LÕobjectif de ces contr�les est de sÕassurer que, lors des �tapes de couplages, l'int�grit� et la 

sp�cificit� de lÕanticorps ont �t� conserv�es. Pour cela, nous utiliserons la technique du 

Western Blot, technique permettant de s�parer diff�rentes prot�ines dÕun m�lange 

multiproteiques en fonction de leurs poids mol�culaire. 

Pour lÕint�grit�, nous comparerons la migration de lÕanticorps vs anticorps-Df-Bz-NCS en 

condition d�naturante et non d�naturante. 
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Pour la sp�cificit�, dans un premier temps, nous comparerons la capacit� de reconnaissance - 

ou non - du CD20 des lign�es cellulaires REC,VAL, DHL et HEK (CD20-) par le Rituximab 

non coupl� vs Rituximab-Df-Bz-NCS en lÕutilisant comme anticorps primaire dans notre WB. 

Puis, dans un second temps, nous comparerons la capacit� de reconnaissance ou pas du TACI 

des lign�es cellulaires REC, DHL (TACI-) par lÕAc anti-TACI non coupl� vs lÕAc anti-TACI-

Df-Bz-NCS en lÕutilisant aussi comme anticorps primaire dans notre WB. 

 

Description de la m�thode : 

 

Le Western Blot est une technique mise au point en 1979 [79], elle est utilis�e en biologie 

cellulaire et mol�culaire. Cette technique permet dÕidentifier des prot�ines sp�cifiques, � partir 

dÕun m�lange complexe de prot�ines (extraites de cellules). Elles sont s�par�es en fonction de 

leur masse mol�culaire gr�ce � une �lectrophor�se sur gel de polyacrylamide, puis transf�r�es 

sur une membrane pour les rendre accessibles � divers marquages immunologiques. Cette 

technique nous permettra de v�rifier que lÕanticorps coupl� conserve bien son int�grit� et sa 

sp�cificit� vis a vis de sa cible. 

 

        
Figure 33: Diff�rentes �tapes du Western Blot [80] 
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Protocole int�grit� anticorps : 

 

Commencer par la pr�paration des �chantillons dÕanticorps (Rituximab ou Anti-TACI ch�lat� 

ou non) avec ou sans DTT. Puis, remplir la cuve de migration avec le tampon de migration. 

Introduire dans les puits, du gel, le marqueur de taille et les �chantillons dÕanticorps � s�parer. 

Puis, lancer lÕ�lectrophor�se sur gel de polyacrylamides permettant de s�parer les prot�ines 

des �chantillons, uniform�ment charg�es, en fonction de leur poids mol�culaire, gr�ce � 

lÕinfluence du champ �lectrique �tabli entre lÕanode et la cathode. A la fin de la migration, 

tremper le gel 15 minutes dans une solution de fixation, puis effectuer deux rin�ages avec de 

lÕeau. Pour finir, mettre en contact avec du Bleu de Coomasie entre 10 et 20 heures et 

effectuer la lecture du gel. 

 

Protocole sp�cificit� anticorps : 

 

Pour commencer, pr�parer les �chantillons prot�iques (30 µg) issus de nos lign�es cellulaires 

(REC, VAL, DHL et HEK). Additionner le bleu et le DTT aux prot�ines et mettre � d�naturer 

5 minutes � 95¡C. Ensuite, remplir la cuve de migration avec le tampon de migration. 

Introduire dans les puits du gel, le marqueur de taille et les pr�parations de prot�ines. Puis, 

lancer lÕ�lectrophor�se sur gel de polyacrylamides permettant de s�parer les prot�ines des 

�chantillons, uniform�ment charg�es, en fonction de leur poids mol�culaire gr�ce � 

lÕinfluence du champ �lectrique entre lÕanode et la cathode. A la fin de la migration, transf�rer 

les prot�ines sur une membrane de nitrocellulose gr�ce au tampon de transfert. Ensuite, 

saturer la membrane, par la solution de blocage, afin de bloquer les sites d'interactions non 

sp�cifiques. Les prot�ines se lient alors aux sites non occup�s par la prot�ine cible. 

Retirer la solution de blocage et ajouter lÕanticorps primaire � �valuer (1/500e; Rituximab ou 

Rituximab-Df-Bz-NCS ; Anti-TACI ou Anti-TACI-Df-Bz-NCS). LÕanticorps ne pourra se 

fixer que sur les sites de liaisons de la prot�ine cible (CD20 ; TACI). Laisser en contact 

jusquÕau lendemain � -4¡C. Le lendemain, retirer lÕanticorps primaire et laver la membrane 

avec du PBT. 

Apr�s les lavages, ajouter lÕanticorps secondaire (1/20 000e pour Ac anti Rituximab ; 1/5 000e 

pour Ac anti Anti-TACI) coupl� � une enzyme (HRP) qui fixera lÕAc primaire. 

Laisser en contact pendant 1 heure, puis laver la membrane avec du PBT. Pour avoir une 

�mission de lumi�re d�tectable, il faut ajouter le substrat (ECL) qui va pouvoir r�agir avec 
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lÕenzyme de lÕAc secondaire. Enfin faire une r�v�lation par chimiluminescence, ou lÕ�mission 

de lumi�re est donc proportionnelle au taux dÕanticorps secondaires li�s sur la membrane. 

 

2-3-Le Radiomarquage 

 

2-3-1-Radiomarquage avec le 89Zr 

 

Description M�thode : 

 

La m�thode utilis�e est celle d�crite par Vosjan [75]. 

 

Protocole : 

 

La solution de [89Zr]Zr-oxalique acid (37Ð185 MBq) est mise � r�agir avec successivement le 

tampon HEPES (0,5 M), l'�chantillon Df-Bz-NCS-Ac, et � nouveau du tampon HEPES 

pendant 1 heure. 

La colonne de dessalage PD10 est conditionn�e par une solution d'acide gentisique 

additionn�e d'un tampon ac�tate (0,25 M;  pH = 5.5). 

Le m�lange r�actionnel (89Zr-Df-Bz-NCS-Ac) est introduit dans la colonne, l'�luat sortant est 

non conserv�. Puis la colonne est rinc�e � deux reprises par la solution d'acide gentisique 

additionn�e d'un tampon ac�tate. Le premier �luat n'est pas conserv�, le deuxi�me est 

conserv�, il s'agit de lÕAnticorps radiomarqu�. 

 

Calcul du rendement global de radiomarquage :  

 

Activit� de 89Zr apr�s radiomarquage   

       X 100 

Activit� de 89Zr initiale 
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2-3-2-Contr�le qualit� sur radiomarquage 

 

2-3-2-1-ITLC (Chromatographie sur couche mince) 

 

Description de la m�thode : 

 

Cette technique de chromatographie sur couche mince liquide (phase mobile)-solide (phase 

stationnaire) permet de fa�on simple dÕavoir une r�ponse tr�s rapide dans lÕanalyse 

radiochimique des produits radiopharmaceutiques. Elle permet de s�parer les diff�rents 

�l�ments dÕune m�me pr�paration, le radio�l�ment correctement fix� sur sa trousse et le 

radio�l�ment dit Ç libre È. CÕest la technique de r�f�rence dans le contr�le qualit� de la plupart 

des produits radiopharmaceutiques. 

 

Protocole : 

 

Ajouter une microgoutte (1 � 5 µl) de produit sur la ligne de d�p�t de la bandelette de silice 

(phase solide). Puis mettre la bandelette dans une cuve pr�remplie de quelques millilitres du 

solvant (phase liquide : acide citrique ; pH = 5) et laisser migrer le solvant par capillarit�. 

Enfin, r�v�ler la bandelette par d�tection de la radioactivit�. 

 

 
Figure 34: Sch�ma ITLC. Apr�s d�p�t de la solution sur la ligne de d�p�t, le solvant de migration grimpe par capillarit� le 

long de la bandelette s�parant les diff�rents produits de lÕ�chantillon. 
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2-3-2-2-HPLC 

 

Description de la m�thode : 

 

Il sÕagit dÕune chromatographie liquide sur colonne qui fait appel � des ph�nom�nes 

dÕadsorption, de partage, dÕ�change dÕions et/ou dÕexclusion. Ici, la phase stationnaire est une 

colonne dans laquelle circule sous haute pression la phase mobile liquide.  

La phase stationnaire de la colonne est compos�e de dextrans et dÕagarose, qui lui conf�rent 

des propri�t�s polaires permettant la s�paration de compos�s organiques tr�s polaires. Cette 

technique nous permettra de sÕassurer que le radiomarquage a bien �t� effectu� (comme 

ITLC), mais aussi dÕassurer que le radiomarquage a bien �t� fait sur des anticorps entiers, et 

non pas sur des d�bris dÕanticorps (potentiellement obtenus suite aux diff�rentes �tapes du 

marquage). 

 

Protocole : 

 

Commencer par rincer la colonne par lÕ�luant HPLC (0,5 ml/min) pendant 30 minutes. Puis, 

injecter lÕ�chantillon � analyser. Attendre que lÕint�grit� du produit radioactif soit pass�e dans 

la colonne et devant le d�tecteur � scintillation, puis analyser le graphique. A noter quÕun 

essai � blanc peut �tre effectu� avec lÕ�luant de la colonne PD10 (solution d'acide gentisique 

additionn�e d'un tampon ac�tate (0,25 M; pH = 5.5)). 

 

 
Figure 35: Principe de fonctionnement de lÕHPLC 
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2-3-2-3-Stabilit� 

 

Description de la m�thode : 

 

Les anticorps radiomarqu�s sont des macromol�cules biologiques qui peuvent �tre sujettes, 

suite � leur synth�se, � des processus de modification et de d�gradation. Ainsi, l'assurance de 

la stabilit� in vitro de la mol�cule obtenue est primordiale. Cette stabilit� sera �valu�e au 

contact d'un s�rum humain et de NaCl 0,9% � diff�rents temps dans une �tuve � 37¡C. Puis, la 

mesure par ITLC de la part de radioisotopes libres et li�s permettra de confirmer la stabilit� de 

notre pr�paration. 

 

Protocole : 

 

Pour sÕassurer de la stabilit� de notre pr�paration, pr�lever dans deux tubes 100 µCi de 89Zr-

Df-Bz-NCS-Ac. Puis, compl�ter avec du s�rum humain ou du NaCl 0,9% qsp 1 ml et incuber 

� 37¡C. Finalement, mesurer la part de 89Zr libre aux diff�rents temps par ITLC. 

 

2-3-2-4-Comp�tition 

 

Description de la m�thode : 

 

Il s'agit d'un ph�nom�ne dans lequel il existe deux anticorps qui peuvent se lier au m�me 

antig�ne. L'anticorps avec une plus grande concentration se lie fortement avec l'antig�ne en 

rempla�ant l'autre. Donc, dans notre exp�rience, l'anticorps radiomarqu� de haute affinit� se 

lie � l'antig�ne. Puis, quand lÕanticorps non marqu� est ajout� en exc�s, il commence � se lier 

� lÕantig�ne en d�pla�ant lÕanticorps marqu� de cette cible. 

Pour tester la capacit� de liaison in vitro de lÕanticorps marqu� au 89Zr avec ses r�cepteurs 

sp�cifiques, une analyse de liaison comp�titive a �t� r�alis�e sur nos lign�es cellulaires 

CD20+. La viabilit� cellulaire et la num�ration cellulaire ont �t� d�termin�es comme vu 

pr�c�demment. 
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Etape de saturation : 

Pour effectuer cette �tape de comp�tition, il est essentiel de conna�tre la quantit� d'anticorps 

suffisante pour saturer l'ensemble des r�cepteurs cibles.  

Une gamme de concentration croissante de 89Zr-Df-Bz-NCS-Ac (0,1 � 10 µCi) va �tre mise au 

contact de nos lign�es cellulaires (4 #105 cellules). 

LÕactivit� calcul�e traduira le nombre de complexes ligand-r�cepteur. 

Nous pourrons ainsi d�terminer le Kd, qui est la concentration du ligand donnant une 

occupation de la moiti� des r�cepteurs. 

 

Etape de comp�tition :  

Pour cette �tape, 4 x 105 cellules sont mises au contact d'une quantit� de 89Zr-Df-Bz-NCS-Ac 

permettant une saturation quasi compl�te des r�cepteurs cibles, quantit� connue gr�ce � l'�tape 

de saturation pr�c�dente. Ces �chantillons sont mis au contact de concentrations croissantes 

(x1 � x100) d'anticorps non marqu�s afin de d�placer les Ac radiomarqu�s se trouvant sur les 

r�cepteurs sp�cifiques des cellules.  

Nous pourrons par la m�me proc�dure v�rifier que les complexes Ac-R�cepteurs 

sÕinternalisent. Pour cela il sÕagira de laisser un temps plus important avant lÕajout de lÕAc 

froid, ce temps permettant de laisser les Ac marqu�s coupl�s aux r�cepteurs, sÕinternaliser. 

Ainsi, leur d�placement apr�s ajout de lÕAc froid ne pourra pas sÕeffectuer. 

 

Protocole :  

 

Etape de saturation : 

Commencer par placer en double exemplaire dans des tubes 4 # 105 cellules de nos lign�es 

cellulaires, compl�ter avec 1 ml de Nacl 0,9% et incuber avec lÕanticorps marqu� aux 

diff�rentes concentrations indiqu�es. Puis, agiter les tubes et laisser poser 1 heure  � T¡C 

ambiante. Centrifuger les tubes pendant 12 minutes � 3 500 rpm, retirer le surnageant et 

effectuer un lavage au NaCl 0,9%. Recentrifuger pendant 12 minutes � 3 500 rpm, retirer le 

surnageant et compter les tubes au compteur gamma. Enfin, �tablir la courbe de saturation de 

chaque lign�e. 
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Etape de comp�tition : 

Comme pour lÕ�tape de saturation, placer en double exemplaire dans des tubes 4 x 105 

cellules, compl�ter avec 1 ml de Nacl 0,9% et ajouter du 89Zr-Ac, cette fois-ci en quantit� 

suffisante pour une saturation quasi compl�te des r�cepteurs cibles (3 µCi). 

Agiter, ajouter de lÕanticorps non marqu� � des concentrations croissantes et agiter � nouveau. 

Laisser poser 1 heure  � T¡C ambiante puis centrifuger pendant 12 minutes � 3 500 rpm, 

retirer le surnageant et effectuer un lavage au NaCl 0,9%. Centrifuger � nouveau pendant 12 

minutes � 3 500 rpm et retirer le surnageant. Finalement, compter les tubes au compteur 

gamma et �tablir la courbe de comp�tition. 

Pour v�rifier lÕinternalisation des complexes Ac-R�cepteurs nous aurions attendu 1 heure 

avant lÕajout de lÕAc de comp�tition. 

 

2-3-2-5-Immunor�activit� 

 

Description de la m�thode : 

 

Parce que la proc�dure de conjugaison peut alt�rer les anticorps, la d�termination de la 

fraction immunor�active (FI) d'anticorps monoclonaux radiomarqu�s (AcM) est essentielle. Il 

est donc important de connaitre la quantit� de l'anticorps conjugu� qui est capable de se lier � 

l'antig�ne cibl�. 

Le proc�d� classique est bas� sur une technique de dosage radio-immunologique dans laquelle 

la fraction d'anticorps immunor�actives est d�termin�e par extrapolation lin�aire dans des 

conditions d'exc�s d'antig�ne. C'est Lindmo et al. en 1984 [81] qui introduit une m�thode dans 

laquelle la FI est d�termin�e par extrapolation dans des conditions dites "d'exc�s d'antig�ne 

infini". Nous allons pour cela r�aliser diff�rentes dilutions de nos lign�es cellulaires et les 

mettre au contact d'une quantit� fixe d'anticorps radiomarqu�s. La viabilit� cellulaire et la 

num�ration cellulaire ont �t� d�termin�es comme vu pr�c�demment. 

 

Protocole : 

 

Pour d�terminer la fraction immunor�active, il faut commencer par placer en double 

exemplaire dans des tubes de 1ml des cellules � des concentrations de 2,5 ; 1,25 ; 0,625 ; 

0,312 et 0,156 millions de cellules/ml pour VAL ou 5,5 ; 2,75 ; 1,375 ; 0,6875 ; 0,34375 



 
 

 84 

millions cellules/ml pour REC. Puis, ajouter du 89Zr-Ac � la m�me quantit� (3 µCi) dans tous 

les tubes. Placer dans deux autres tubes du 89Zr-Ac seul (t�moin) � la m�me quantit� (3 µCi), 

puis agiter tous les tubes et laisser poser 1 heure  � T¡C ambiante. Apr�s, centrifuger pendant 

12 minutes � 3 500 rpm, retirer le surnageant et effectuer un lavage au NaCl 0,9%. 

Centrifuger de nouveau pendant 12 minutes � 3 500 rpm et retirer le surnageant. 

Enfin, compter les tubes au compteur gamma et �tablir la courbe d�crivant lÕinverse de la 

fraction li�e en fonction de lÕinverse des concentrations cellulaires. Cette courbe permettra 

dÕobtenir la valeur de la fraction immunor�active (%). 

 

2-4-Exp�rience sur le petit animal 

 

2-4-1-Immunohistochimie 

 

Description m�thode : 

 

Nous avons xenogreff� des lign�es cellulaires par voie sous-cutan�e sur le haut de la cuisse 

droite chez des souris SWISS NU/NU. Ces souris pr�sentent une dysg�n�se du thymus 

provocant un d�ficit immunitaire par un nombre r�duits de cellules T. Un premier groupe a 

re�u une lign�e cellulaire DHL et un second groupe a re�u une lign�e cellulaire REC � raison 

de 5 millions de cellules par souris. 

15 jours apr�s implantation, une ex�r�se du tissu tumoral et des coupes histologiques de 4 µm 

ont �t� effectu�es sur les tumeurs incluses en paraffine. 

Une coloration standard (Hemalun-Eosine) est effectu�e pour sÕassurer de la nature de notre 

tissu, de lÕarchitecture et de la structure des cellules. 

 

LÕIHC est r�alis�e sur des coupes de 4 &m de tumeurs incluses en paraffine, afin de localiser 

la pr�sence ou lÕabsence de prot�ines membranaires TACI. Cette technique est effectu�e par 

lÕinterm�diaire dÕanticorps coupl�s � une enzyme permettant de catalyser une production de 

couleur et donc de confirmer la pr�sence de la prot�ine dÕint�r�t. 

 

Cette technique nous permettra de confirmer la nature TACI +/- de nos lign�es cellulaires, 

mais aussi de savoir de quelle nature devra �tre lÕanticorps anti-TACI � utiliser. Il sÕagira dÕun 
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anticorps de souris ou de rat en fonction des r�sultats de coloration obtenu. De plus, cette 

technique a �t� aussi effectu�e sur des ganglions provenant directement de patients atteints de 

LDGCB GCB et non GCB, et ce afin de confirmer que LDGCB GCB et bien TACI- et 

inversement pour le sous-type ABC. 

 

Protocole : 

 

Le d�paraffinage et le pr�traitement � la chaleur des lames sont r�alis�s dans un tampon pH6 

sur lÕautomate PTLink. 

Apr�s une �tape dÕ�limination des peroxydases endog�nes dans une solution de m�thanol � 

3% dÕH2O2, les coupes sont incub�es avec lÕanticorps primaire anti-TACI (1h au 1/100e pour 

le monoclonal de souris / en overnight � 4¡C au 1/50e  pour le monoclonal de rat). 

La m�thode de d�tection est r�alis�e avec le kit Vectastain Elite. Ajout du substrat DAB (3,3'-

Diaminobenzidine Tetrahydrochloride ). Puis, les lames sont contre color�es � 

lÕh�matoxyline. 

A noter que le marquage avec lÕanticorps monoclonal de souris n�cessite une �tape 

suppl�mentaire avec le kit MOM avant lÕincubation de lÕanticorps primaire. 

Et le marquage avec lÕanticorps monoclonal de rat n�cessite lÕutilisation dÕun anticorps 

secondaire anti rat biotynil�. 

Et enfin lecture des lames par un scanner de lames. 

 

2-4-2-Injection in vivo 

 

Description m�thode : 

 

Avant toute application clinique, lÕinjection dÕun produit radiopharmaceutique chez le petit 

animal permet de valider lÕutilisation dÕun traceur nouvellement d�velopp� pour lÕimagerie 

mol�culaire. Ce type dÕ�tude peut permettre dÕ�valuer la pharmacocin�tique et la 

biodistribution de la mol�cule dÕint�r�t. LÕ�tude est conduite sur deux souris, lÕune ayant 

d�velopp� une tumeur TACI+, CD20+ (lign�e DHL) et lÕautre une tumeur TACI-, CD20+ 

(lign�e REC). Les deux souris recevront du 18F-FDG afin dÕobtenir une imagerie 

fonctionnelle, ainsi que du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab afin de v�rifier si notre produit 
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synth�tis� fixe la tumeur. A diff�rents temps, la souris sera anesth�si�e et passera sous le 

Nanospect/CT et la Micro-PET.   

 

Protocole : 

 

Cinq semaines avant le d�but de lÕ�tude, les 2 souris femelles nude NU/NU ont re�u, en sous-

cutan�e au niveau haut de la cuisse droite, 5 millions de cellules (DHL ou REC)  dans 0,1ml.  

Avant lÕinjection des produits radiopharmaceutiques, nous effectuons une anesth�sie par de 

l'isoflurane � 5% / air. Dans un premier temps, nous injectons du18F-FDG [100&l ; 8,35MBq] 

par la veine caudale. Les images du Nanospect/CT et du Micro-PET sont acquises � 1 heure 

post-injection. Puis dans un second temps, nous injectons du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab 

[100&l ; 1,2 MBq] par la veine caudale. Les images du Nanospect/CT et du Micro-PET sont 

acquises � 24, 48 et 72 heures post-injection afin dÕobserver la fixation de notre produit. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 87 

R�sultats 
1-Rituximab .............................................................................................................................. 88!

1-1-Lign�es cellulaires ......................................................................................................... 88!

1-2-Le Couplage ................................................................................................................... 91!

1-3-Radiomarquage .............................................................................................................. 95!

1-4-Exp�rience sur le petit animal ..................................................................................... 104!

2-Anti-TACI ........................................................................................................................... 107!

2-1-Lign�es cellulaires ....................................................................................................... 107!

2-2-Le couplage .................................................................................................................. 109!

2-3-Radiomarquage ............................................................................................................ 111!

2-4-Exp�rience sur le petit animal ..................................................................................... 113!

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 88 

1-Rituximab 

 

1-1-Lign�es cellulaires 

 

1-1-1-Culture cellulaire Ð viabilit� et comptage 

 

Nos 4 lign�es, par observation microscopique, ont �t� compt�es et nous avons estim� leur 

viabilit�. Pour chacune des lign�es deux comptages ont �t� effectu�s.  

 

Lign�es cellulaires Viabilit� 
Nombre 
cellules 
Carr� 1 

Nombre 
cellules 
Carr� 2 

Nombre 
cellules 
Carr� 3 

Taux 
viabilit� 

(%) 

Concentration 
cellulaire 

(Millions/ml) 

Concentration 
moyenne 

(Millions/ml) 

RL 1
er

 comptage 

Viable 47 46 33 
95 

2.1 
2.8 

Non viable 4 2 0 

RL 2
�me

 comptage 

Viable 73 83 50 
94 

3.4 Non viable 9 2 2 

REC 1
er

 comptage 

Viable 51 53 50 
96 

2.6 
2.2 

Non viable 2 0 4 

REC 2
�me

 comptage 

Viable 38 39 38 
95 

1.9 Non viable 1 4 1 

DHL 1
er

 comptage 

Viable 110 108 91 
92 

5.2 
4.3 

Non viable 10 9 9 

DHL 2
�me

 comptage 

Viable 67 82 60 
95 

3.5 Non viable 5 3 2 

VAL 1
er

 comptage 

Viable 80 61 60 
99 

3.4 
2.6 

Non viable 0 2 1 

VAL 2
�me

 comptage 

Viable 38 33 44 
97 

1.9 Non viable 2 1 1 

Tableau 9: Taux de viabilit� et concentration moyenne des diff�rentes lign�es cellulaires. 

 

Le taux de viabilit� et la concentration cellulaire sont optimaux pour lÕutilisation de nos 

lign�es cellulaires dans nos contr�les qualit�s. 
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1-1-2-Caract�risation des lign�es cellulaires 

 

1-1-2-1-FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) 

 

LÕanalyse cytom�trique de nos cellules a �t� faite en absence (t�moin n�gatif) et pr�sence 

dÕanticorps anti-CD20.  

 
Figure 36 : Cytogramme et Histogramme des diff�rentes lign�es cellulaires en pr�sence ou non dÕanticorps anti-

CD20. Pour les cytogrammes, lÕaxe des abscisses repr�sente la mesure de lumi�re diffus�e lat�ralement par les 

cellules (SS) pour distinguer la granulom�trie. LÕaxe des ordonn�es repr�sente la mesure de la lumi�re diffus�e 

vers lÕavant (FS) pour distinguer la taille. Pour les histogrammes, lÕaxe des abscisses repr�sente lÕintensit� du 

signal analys� et lÕaxe des ordonn�es le nombre de cellules. 

 

Nous pouvons observer que nos quatre lign�es pr�sentent bien une �mission fluorescente 

correspondante � la d�tection du CD20 apr�s ajout de l'anti-CD20. 
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1-1-2-2-RT-MLPA (Reverse Transcriptase-Multiplex ligation-dependent probe 

amplification) 

 

Les produits de PCR sont s�par�s par �lectrophor�se capillaire sous lÕinfluence dÕun champ 

�lectrique. Cette s�paration permet dÕappr�cier la hauteur des pics de lÕ�lectrophor�gramme 

qui est repr�sentative du niveau dÕexpression du g�ne cible. 

 
Figure 37 : Analyse des RT-MLPA des lign�es cellulaires. En rouge le point de migration de TACI. LÕaxe des 

abscisses repr�sente la taille en paires de base (bp). LÕaxe des ordonn�es repr�sente lÕintensit� de fluorescence en 

fonction de lÕintensit� dÕexpression du g�ne cible. 

 

Cette technique nous permet dÕassurer quÕil existe une expression ARN des prot�ines 

recherch�es, ce qui ne veut pas forc�ment dire quÕil y a une expression prot�ique de celle-ci, 

mais cela permet tout de m�me dÕorienter nos r�sultats. On observe donc que VAL et REC 
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sont positifs pour TACI, contrairement � RL et DHL qui, elles,  sont TACI n�gatifs. Cette 

exp�rience nous permet d'�galement confirmer que nos quatre lign�es sont bien CD20+. 

 

Pour r�sumer : 

¥ DHL ! CD20+ ; TACI - 

¥ RL ! CD20+ ; TACI - 

¥ REC ! CD20+ ; TACI + 

¥ VAL ! CD20+ ; TACI + 

 

1-2-Le Couplage 

 

1-2-1-Contr�le Qualit� sur couplage Df-Bz-NCS + Ac 

 

1-2-1-1-Extraction et dosage des prot�ines  

 
Le dosage prot�ique des lign�es DHL, REC, RL, et VAL est r�alis� par la technique de la 

spectrophotom�trie, nous avons vu que lÕabsorbance lue, par le spectrophotom�tre, des 

�chantillons est directement proportionnelle � la quantit� de prot�ines. 

 

Etablissement de la gamme standard : 

 

 
  Concentration 

(!g/mL) 
Absorption 
� 562nm 

F1 0 0 

F2 0 0 

E1 5 0.007 

E2 5 0.008 

D1 25 0.09 

D2 25 0.105 

C1 50 0.191 

C2 50 0.191 

B1 125 0.467 

B2 125 0.479 

A1 250 0.891 

A2 250 0.891 

 
Figure 38 : Graphique : Etablissement de la gamme standard. La droite repr�sente la concentration (&g/ml) en 

fonction de lÕabsorbance � 562 nm. 
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Concentration prot�inique dans chacune des lign�es cellulaires : 

 

Lign�es 
cellulaire 

Dilution 
Absorption 
� 562nm 

Concentration 
dilution 

Concentration 
non dilu�e 

Concentration 
moyenne non 
dilu�e (!g/!L) 

Concentration 
moyenne 
(!g/!L) 

RL 

1/50 (1) 0.408 112.7 5636 
5726 

5.94 
1/50 (2) 0.421 116.3 5816 

1/100 (1) 0.216 59.7 5968 
6161 

1/100 (2) 0.23 63.5 6355 

              

REC 

1/50 (1) 0.261 72.1 3606 
3682 

3.95 
1/50 (2) 0.272 75.2 3758 

1/100 (1) 0.159 43.9 4393 
4227 

1/100 (2) 0.147 40.6 4061 

              

DHL 

1/50 (1) 0.335 92.6 4628 
4690 

4.91 
1/50 (2) 0.344 95 4752 

1/100 (1) 0.178 49.2 4918 
5125 

1/100 (2) 0.193 53.3 5332 

              

VAL 

1/50 (1) 0.322 89 4448 
4455 

4.53 
1/50 (2) 0.323 89.2 4462 

1/100 (1) 0.16 44.2 4421 
4600 

1/100 (2) 0.173 47.8 4780 

Tableau 10 : Concentration moyenne des lign�es cellulaires. 
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1-2-1-2-Western Blot 

 

Int�grit� anticorps : 

 
Figure 39: gel de polyacrylamide. 1-marqueur de taille ; 2 - Rituximab 5 µl sans DTT ; 3 - Rituximab-Df-Bz-

NCS 5 µl sans DTT ; 4 - Rituximab 5 µl + DTT ; 5 - Rituximab-Df-Bz-NCS 5 µl + DTT ; 6 - marqueur de 

taille ; 7 - Rituximab 2 µl sans DTT ; 8 - Rituximab-Df-Bz-NCS 2µl sans DTT ; 9 - Rituximab 2 µl + DTT ; 10-

Rituximab-Df-Bz-NCS 2 µl + DTT. 

 

Nous pouvons constater que la migration du Rituximab est identique � celle du Rituximab-Df-

Bz-NCS. Les conditions d�naturantes (DTT) permettent dÕobserver jusquÕo� auraient pu 

migrer nos �chantillons si leurs structures avaient �t� d�grad�es. Le Rituximab nÕa donc pas 

�t� d�grad� lors du couplage avec le ch�lateur. 
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Sp�cificit� anticorps : 

  
Figure 40: WB 1-marqueur de taille ; 2-REC ; 3-HEK ; 4-VAL ; 5-DHL. A- Rituximab, pr�visualisation de la 

membrane avant ch�miluminescence. B- Rituximab, membrane r�v�l�e. 

 

 
Figure 41: WB 6-marqueur de taille ; 7-REC ; 8-HEK ; 9-VAL ; 10-DHL C- Rituximab-Df-Bz-NCS, 

pr�visualisation de la membrane avant ch�miluminescence. D- Rituximab-Df-Bz-NCS, membrane r�v�l�e. 

 

Nous pouvons constater que la migration du Rituximab est identique � celle du Rituximab-Df-

Bz-NCS. Une bande significative est observ�e pour les 3 lign�es (REC, VAL, DHL), 

correspondant sans doute � la reconnaissance du CD20. Bande non pr�sente pour la lign�e 
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HEK qui est CD20-. Le couplage du Rituximab avec le ch�lateur nÕa donc pas affect� la 

sp�cificit� de lÕanticorps vis-�-vis de son antig�ne CD20. 

 

1-3-Radiomarquage 

 
1-3-1-Radiomarquage avec le 89Zr 

 

DÕapr�s le protocole de Vosjan [75], nous pouvons calculer le rendement global de 

radiomarquage. 

 

!

"#$%&%$'!()!*+,-!./-01!-.(%23.-45.6)!!! ! !!!++7!

!! ! ! ! ! 8!977!:!!!!!!!!!!!!!!!!!!!;977!:!*<=>?!

"#$%&%$'!()!*+,-!%@%$%.A)! ! ! !!9<77!

 

A noter que nous avons une activit� sp�cifique initiale de 0,56 mCi/mg car notre Ac est � une 

concentration de 0,9 mg/ml avec une activit� volumique de 0,5 mCi/ml. 
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1-3-2-Contr�le Qualit� sur Radiomarquage  

 

1-3-2-1-ITLC (Instant thin-layer chromatography) 

 

Contr�le qualit� par lÕITLC apr�s radiomarquage du Rituximab-Df-Bz-NCS avec le 89Zr 

 

 

 
Figure 42 : Graphique ; ITLC - Radiochromatographie du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab repr�sentant lÕactivit� 

(CPM) en fonction de la distance parcourue. 1-Pic dÕactivit� du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab au niveau du point 

de d�p�t. 2-Activit� du 89Zr libre au niveau du front de solvant. 

 

La radiochromatographie nous permet dÕ�valuer la puret� radiochimique de notre pr�paration. 

 

Puret� radiochimique = 99,38% 
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Figure 43 : Graphique ; ITLC-Chromatographie du 89Zr seul repr�sentant lÕactivit� (CPM) en fonction de la 

distance parcourue 1-Pic dÕactivit� du 89Zr seul au niveau du front de solvant. 

 

Cette radiochromatographie nous permet de nous assurer que le 89Zr seul migre bien jusquÕau 

front de solvant, et ainsi de valider nos r�sultats avec le 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab. 
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1-3-2-3-HPLC (Chromatographie liquide haute performance)  

 

Contr�le qualit� par HPLC apr�s radiomarquage du Rituximab-Df-Bz-NCS avec le 89Zr 

 
 

 
Figure 44 : HPLC-Chromatographie du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab repr�sentant lÕactivit� (CPM) en fonction du 

temps. 1-Pic dÕactivit� du  89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab sortant de la colonne apr�s 15 minutes. D�bit colonne 

0,5ml/min, Apr�s 30 minutes de rin�age par lÕ�luant HPLC, injection de 20 � 30 µl dÕ�chantillon. 

 
LÕHPLC nous permet de nous assurer que le  89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab est bien �lu� en une 

fois. Ainsi, nous pouvons affirmer que notre radiomarquage a bien �t� effectu�, mais aussi 

quÕil a �t� fait sur un anticorps entier et non pas des fragments dÕanticorps, ce qui aurait induit 

lÕapparition dÕautre pic sur le graphique. Une activit� r�siduelle persiste apr�s lÕ�lution de 

notre �chantillon, cela �tant d� � une contamination de la colonne ne permettant pas de retour 

� une activit� nulle. 
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1-3-2-3-Stabilit� 

 

Stabilit� 89Zr-Rituximab
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Figure 45 : Histogramme. Stabilit� (%) de la pr�paration � diff�rents temps dans du plasma humain et du NaCl 

0,9%. 

 

Nous pouvons observer que quel que soit le milieu dans lequel est introduit le 89Zr-Df-Bz-

NCS-Rituximab, la stabilit� observ�e est excellente avec une valeur > 90% apr�s 3 jours de 

contact entre lÕ�chantillon et les milieux. 
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1-3-2-4-Comp�tition 

 

Etape de saturation : 

 
Figure 46 : Saturation des r�cepteurs des diff�rentes lign�es cellulaires. Courbe de lÕactivit� calcul�e en fonction 

de lÕactivit� dÕanticorps radiomarqu� (µCi) ajout�e aux cellules. Tableau des valeurs du Kd pour chaque lign�e 

cellulaire. 

 

On constate que les lign�es DHL et RL pr�sentent un coefficient de corr�lation (R2) plus 

faible, d� � lÕ�loignement plus important entre la courbe et les points. On peut en d�duire que, 

pour ces deux lign�es, le remplissage des r�cepteurs cibles par lÕanticorps est incomplet. Les 

lign�es VAL et REC pr�sentent un coefficient de corr�lation (R2) meilleur se traduisant par 

lÕapparition dÕun plateau significatif aux fortes concentrations dÕanticorps. Les r�cepteurs 

cibles pour ces deux lign�es sont donc satur�s par lÕanticorps.  

LÕactivit� mesur�e indique la quantit� de sites cibles pr�sents sur nos diff�rentes lign�es 

cellulaires. La lign�e DHL qui, avec pr�s de 130 x 103 coups par minute (CPM) sans arriver � 
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un plateau de saturation,  pr�sente plus de sites de liaison que REC avec un plateau � 60 x 103 

CPM et que VAL avec un plateau � 70 x 103 CPM. 

Le calcul du Kd permet dÕappr�cier la capacit� de reconnaissance de lÕanticorps vis-�-vis des 

r�cepteurs cibles. Pour rappel, le Kd est la concentration du ligand donnant une occupation de 

la moiti� des r�cepteurs. On observe donc que le Kd de REC et VAL est faible et que le Kd de 

DHL et RL sera bien plus important. Ainsi, les r�cepteurs de la lign�e DHL sont moins bien 

reconnus que ceux de la lign�e VAL. 

 

Etape de comp�tition :  

 

Pour cette �tape nous avons s�lectionn� la lign�e VAL car ces r�cepteurs sont bien satur�s par 

les fortes concentrations dÕanticorps utilis�s.  

 

 
Figure 47 : Comp�tition entre le 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab et le Rituximab froid. Courbe de lÕactivit� calcul�e 

en fonction de la quantit� dÕanticorps froid (µCi) ajout�e aux cellules. 

 

Nous pouvons observer une courbe d�croissante traduisant le remplacement du 89Zr-Df-Bz-

NCS-Rituximab par le Rituximab froid ajout� en quantit� de plus en plus importante (x0,1 ; 

x1 ; x10 ; x30 ; x100). 

La courbe a lÕallure typique des �tudes de comp�tition et permet dÕaffirmer que le 89Zr-Df-Bz-

NCS-Rituximab se fixe bien sp�cifiquement sur ces r�cepteurs cibles (CD20). 

LÕactivit� r�siduelle, apr�s ajout de Rituximab froid x100, est sans doute due � 

lÕinternalisation des r�cepteurs apr�s fixation de lÕanticorps 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab 

permettant de continuer � produire de lÕactivit� sans pouvoir �tre d�log�e apr�s lÕajout du 

Rituximab froid. Nous aurions pu le prouver en ajoutant aux cellules au d�part de fortes 

quantit�s de 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab permettant de saturer tous les r�cepteurs, et ainsi de 



 
 

 102 

tous les internaliser. Puis, lors de lÕajout du Rituximab froid en exc�s (apr�s un certain 

moment), lÕanticorps froid nÕayant plus de r�cepteurs cibles � lier nÕaurait pas pu d�placer le 
89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab. LÕactivit� alors mesur�e sera constante car non affect�e par 

lÕajout de lÕanticorps froid. De plus, cette activit� ne peut pas �tre une activit� non sp�cifique 

car lÕanticorps froid reconna�t les m�mes antig�nes que lÕanticorps radiomarqu�, � moins que 

certains Ac marqu�s nÕaient pu se fixer directement sur le tube. 

 

1-3-2-5-Immunor�activit�  

 

Cette exp�rience nous permettra de d�terminer la fraction immunor�active du 89Zr-Df-Bz-

NCS-Rituximab. Pour rappel, des concentrations cellulaires d�croissantes sont mises au 

contact dÕune m�me quantit� dÕanticorps radiomarqu�. 

 

Lign�e VAL (2,5-1,25-0,625-0,312-0,156 x106 cellules/ml) : 

 

 
Figure 48 : D�termination de la fraction immunoreactive du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab. Courbe repr�sentant 

lÕinverse de la fraction li�e en fonction de lÕinverse des concentrations cellulaires. 

 

Cette courbe nous permet donc de calculer la fraction immunor�active qui correspond � 

lÕintersection entre la droite et lÕaxe des ordonn�es.  

 

Fraction immunor�active = 78 % ± 22% 
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Lign�e REC (5,5-2,75-1,375-0,6875-0,34375 x106 cellules/ml) : 

Determination of immunoreactive fraction

on REC Cell line

0 1 2 3 4

0

50

100

150

200

250

1/106 cells

T
o

ta
l/
b

o
u

n
d

IRf = 88.5 %

R2 = 0.99

 
Figure 49 : D�termination de la fraction immunoreactive du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab. Courbe repr�sentant 

lÕinverse de la fraction li�e en fonction de lÕinverse des concentrations cellulaires. 

 

Cette courbe nous permet donc de calculer la fraction immunor�active qui correspond � 

lÕintersection entre la droite et lÕaxe des ordonn�es.  

 

Fraction immunor�active = 88,5% 

 

Nous obtenons dÕexcellents r�sultats avec une fraction immunor�active, soit la quantit� de 

l'anticorps conjugu� qui est capable de se lier � l'antig�ne cibl�, de 78 % pour la lign�e VAL 

et de 84% pour la lign�e REC. 
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1-4-Exp�rience sur le petit animal 

 

1-4-1-Injection in vivo 

 

Injection du 18F-FDG : 

 

  
Figure 50 : Fusion MicroPET-Nanospect/CT apr�s lÕinjection de 18F-FDG. 1- Souris REC ; Image +1h. 2- Souris 

DHL ; Image +1h.

 

Apr�s injection de 18F-FDG, le niveau global de fixation sur les diff�rentes coupes est faible. 

Il n'existe aucun foyer d'hyperfixation au niveau de la tumeur (indiqu�e par la croix). 

Chez la souris DHL, on observe un hyperm�tabolisme v�sical, correspondant � l'�limination 

physiologique du traceur. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 2 



 
 

 105 

Injection du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab : 

 

  

 
Figure 51 : Fusion MicroPET-Nanospect/CT apr�s lÕinjection de 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab ; Souris REC. 1-

24h ; B-48h ; C-72h.  

 

Apr�s injection du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab chez la souris REC, on constate sur les 

diff�rentes coupes un foyer dÕhyperfixation sp�cifique du traceur au niveau du site tumoral 

(indiqu� par la croix). Cette captation est pr�sente d�s 24 heures et sÕintensifie apr�s 48 et 72 

heures et pr�sente un rapport signal tumoral sur bruit de fond �lev�. 

 

1 2 

3 
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Figure 52 : Fusion MicroPET-Nanospect/CT apr�s lÕinjection de 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab ; Souris DHL. 1-

24h ; 2-48h ; 3-72h.  

 

Apr�s injection du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab chez la souris DHL, on observe sur les 

diff�rentes coupes plusieurs intensit�s de fixation du traceur au niveau du site tumoral 

(indiqu� par la croix). En effet, chez la souris DHL, nous pouvons constater apr�s 24 heures 

un bruit de fond  plus marqu� qui sÕatt�nue apr�s 48 heures et qui permet dÕobserver une 

hyperfixation sp�cifique du traceur au niveau tumoral. Cependant, apr�s 72 heures on constate 

que le rapport signal tumoral sur bruit de fond diminue l�g�rement. 

 

 

1 2 

3 
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2-Anti-TACI 

 

Suite aux r�sultats convaincants avec le Rituximab, nous avons effectu� les m�mes �tapes de 

pr�parations et de contr�les qualit�s que pour le 89Zr-Df-Bz-NCS-anti-TACI. 

 

2-1-Lign�es cellulaires 

 

Pour cette partie consacr�e � lÕ�tude de notre anti-TACI, nous utiliserons deux lign�es 

cellulaires, VAL et DHL. 

 

2-1-1-Culture cellulaire Ð viabilit� et comptage 

 

Nos deux lign�es, par observation microscopique, ont �t� compt�es et nous avons estim� leur 

viabilit�. Pour chacune des lign�es, deux comptages ont �t� effectu�s.  

 

Lign�es cellulaires Viabilit� 
Nombre 
cellules 
Carr� 1 

Nombre 
cellules 
Carr� 2 

Nombre 
cellules 
Carr� 3 

Taux 
viabilit� 

(%) 

Concentration 
cellulaire 

(Millions/ml) 

Concentration 
moyenne 

(Millions/ml) 

REC 1
er

 comptage 

Viable 99 96 56 
93 

4,2 
5,3 

Non viable 9 5 3 

REC 2
�me

 comptage 

Viable 179 119 88 
95 

6,4 Non viable 12 6 3 

DHL 1
er

 comptage 

Viable 62 71 51 
85 

3 
2,3 

Non viable 6 5 13 

DHL 2
�me

 comptage 

Viable 41 30 24 
85 

1,6 Non viable 7 6 4 

Tableau 11: Taux de viabilit� et concentration moyenne des diff�rentes lign�es cellulaires. 

 

2-1-2-Caract�risation des lign�es cellulaires 

 

2-1-2-1-FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting) 

 

LÕanalyse cytom�trique de nos cellules a �t� faite en absence (t�moin n�gatif) et pr�sence 

dÕanticorps anti anti-TACI. Les r�sultats obtenus nÕont pas �t� concluants car lÕexp�rience nÕa 
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pas fonctionn�. Nous nÕavons pas vu de diff�rence de signal entre les lign�es REC (TACI+) et 

DHL (TACI-) apr�s lÕajout de lÕAc secondaire, cela �tant sans doute d� � un probl�me 

technique. 

 

2-1-2-2-RT-MLPA (Reverse Transcriptase-Multiplex ligation-dependent probe 

amplification) 

 

Comme nous lÕavons vu pr�c�demment (voir 1-1-2-2) la lign�e VAL est TACI+ et la lign�e 

DHL est TACI-. 
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2-2-Le couplage 

 

2-2-1-Contr�le Qualit� sur couplage Df-BzNCS + Anti TACI 

 

2-2-1-1-Extraction et dosage des prot�ines 

 

Les r�sultats obtenus sont les m�mes que dans la partie 1-2-1-1 

 

2-1-1-2-Western Blot 

 
Int�grit� anticorps : 

 

Figure 53: gel de polyacrylamide. 1-marqueur de taille ; 2 Ð Anti-TACI 8 µl sans DTT ; 3 Ð Eluat n¡1 dÕAnti-

TACI-Df-Bz-NCS 20 µl sans DTT ; 4 - Eluat n¡2 dÕAnti-TACI-Df-Bz-NCS 20 µl sans DTT ; 5 - Eluat n¡3 

dÕAnti-TACI-Df-Bz-NCS 20 µl sans DTT ; 6 - Eluat n¡4 dÕAnti-TACI-Df-Bz-NCS 20 µl sans DTT ; 7 - Anti-

TACI 8 µl + DTT ; 8 - Eluat n¡2 dÕAnti-TACI-Df-Bz-NCS 20 µl + DTT; 9 - Eluat n¡3 dÕAnti-TACI-Df-Bz-

NCS 20 µl + DTT ; 10- marqueur de taille . 

 

Nous pouvons constater que la migration de lÕanti-TACI est identique � celle de lÕanti-TACI-

Df-Bz-NCS. Les conditions d�naturantes (DTT) permettent dÕobserver jusquÕo� auraient pu 
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migrer nos �chantillons si leurs structures avaient �t� d�grad�es. LÕanti-TACI nÕa donc pas �t� 

d�grad� lors du couplage avec le ch�lateur. De plus, nous avons divis� notre �lution issue de 

la colonne PD-10 en quatre afin dÕobtenir un Ac dans un petit volume et donc � une 

concentration plus importante. Nous avons donc pu constater que notre anticorps se trouvait 

dans nos �luats n¡ 3 et 4. 

 

Sp�cificit� Ac :  

 

Nous ne disposions pas dÕanticorps secondaire anti-rat HRP compatible avec le WB. Nous 

avons donc effectu� un premier Western Blot avec un anticorps secondaire anti-mouse HRP. 

Cet Ac secondaire a �t� mis au contact de lÕAc primaire anti-TACI non ch�lat�. Nous ne 

voulions pas essayer cet Ac secondaire sur notre Ac anti-TACI ch�lat� au vu de la tr�s petite 

quantit� dont nous disposions. En effet, la fixation des secondaires anti-mouse sur des 

primaires de rat nÕ�tait pas certaine de sÕeffectuer. 

 

 
Figure 54: WB 1-marqueur de taille ; 2-REC ; 3-DHL ; 4 DHL ; R�v�lation de la membrane apr�s ajout de lÕAc 

secondaire sur lÕAc anti-TACI non ch�lat�. 
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Comme pressenti, les r�sultats obtenus ne sont pas concluants. En effet, nous observons apr�s 

r�v�lation de la membrane une image typique de bruit de fond non significatif. La m�me 

�mission est observable autant sur les lign�es TACI- que sur les lign�es TACI+. Nous 

nÕavons donc pas fait lÕessai avec notre anti-TACI ch�lat�. La seconde hypoth�se serait que 

lÕAc primaire anti-TACI ne se soit pas fix� sur la prot�ine TACI, mais cela est plus 

improbable.  

 

2-3-Radiomarquage 

 

2-2-1-Radiomarquage avec le 89Zr 

 

DÕapr�s le protocole de Vosjan [75], nous pouvons calculer le rendement global de 

radiomarquage. 

!
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!! ! ! ! ! 8!977!:!!!!!!!!!!!!!!!!!!!;977!:!9>?!
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A noter que nous avons une activit� sp�cifique initiale de 1,48 mCi/mg car notre Ac est � une 

concentration de 0,1 mg/ml avec une activit� volumique de  0,148 mCi/ml. 
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2-2-2-Contr�le Qualit� sur Radiomarquage 

 

2-2-2-1-ITLC 

 

Contr�le qualit� par lÕITLC apr�s radiomarquage de lÕAnti-TACI-Df-Bz-NCS avec le 89Zr 

 

Figure 55 : Graphique ; ITLC-Chromatographie du 89Zr-Df-Bz-NCS-Anti-TACI repr�sentant lÕactivit� (CPM) en 

fonction de la distance parcouru. 1-Pic dÕactivit� du 89Zr-Df-Bz-NCS- Anti-TACI au niveau du point de d�p�t. 

2-Activit� du 89Zr libre au niveau du front de solvant. 

 

La radiochromatographie nous permet dÕ�valuer la puret� radiochimique de notre pr�paration. 

Puret� radiochimique = 3,11% 

 

Ces faibles r�sultats de PRC peuvent �tre expliqu�s par la quantit� extr�mement faible 

dÕanticorps dont nous disposions. En effet, nous avions pr�s de 50 fois moins dÕanti-TACI 

(0,1mg) par rapport au Rituximab (5mg) de la premi�re partie. Cela aboutissant donc � une 

quantit� tr�s importante de 89Zr libre. 
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2-2-2-2-HPLC 

 

Contr�le qualit� par HPLC apr�s radiomarquage de lÕAnti-TACI-Df-Bz-NCS avec le 89Zr. 

LÕHPLC nÕa pu �tre effectu� car, au vu des r�sultats de PRC, les contr�les qualit�s 

additionnels nÕont pas dÕint�r�t sp�cifique. 

 

2-2-2-3-Stabilit� 

 

LÕ�valuation de la stabilit� nÕa pu �tre effectu�e car, au vu des r�sultats de PRC, les contr�les 

qualit�s additionnels nÕont pas dÕint�r�t sp�cifique. 

 

2-2-2-4-Comp�tition 

 

Les �tapes de comp�titions nÕont pu �tre effectu�es car, au vu des r�sultats de PRC, les 

contr�les qualit�s additionnels nÕont pas dÕint�r�t sp�cifique. 

 

2-2-2-5-Immunoreactivit� 

 

La d�termination de la FI nÕa pu �tre effectu�e car, au vu des r�sultats de PRC, les contr�les 

qualit�s additionnels nÕont pas dÕint�r�t sp�cifique. 

 

2-4-Exp�rience sur le petit animal 

 

2-4-1-Immunohistochimie 

 

La lecture des lames dÕimmunohistochimie issue des tissus tumoraux, de souris nude NU/NU 

ayant re�u nos lign�es DHL et REC, nous permet dÕappr�cier la coloration membranaire des 

cellules attestant de la pr�sence - ou non - du r�cepteur membranaire TACI. Pour rappel, les 

essais ont �t� effectu�s avec un Ac primaire anti-TACI de souris et un Ac primaire anti-TACI 

de rat. 
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Figure 56 : Lecture de lame par scanner de lames de coupe de tissu tumoral issu de souris nude NU/NU 

inocul�es par lign�es celulaire DHL et REC. A : Coloration standard lign�e DHL ; B : Coloration standard lign�e 

REC ; C : immunohistochimie avec Ac primaire souris sur lign�e DHL ; D : immunohistochimie avec Ac 

primaire souris sur lign�e REC ; E : immunohistochimie avec Ac primaire rat sur la lign�e DHL ; F : 

immunohistochimie avec Ac primaire rat sur lign�e REC.  

 

Grace � ces lectures de lames, nous observons que la lign�e REC pr�sente une coloration 

indiquant la pr�sence de TACI membranaire, contrairement � la lign�e DHL. De plus, nous 

obtenons une information compl�mentaire qui est que la lign�e, une fois inject�e, conserve 

toujours lÕexpression du TACI. 
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Nous avons �galement effectu� une lecture des lames dÕimmunohistochimie obtenue � partir 

de ganglion de patient atteint de LDGCB, qui permet de confirmer notre hypoth�se de d�part 

stipulant que les LDGCB de sous-type GCB sont bien TACI- et inversement pour le sous-type 

ABC. 

 

 
Figure 57: Lecture de lame par scanner de lames de coupe de ganglion issu de patient atteint de LDGCB. A : 

Coloration standard LDGCB GCB; B : Coloration standard LDGCB non GCB; C : immunohistochimie avec Ac 

primaire souris sur LDGCB GCB; D : immunohistochimie avec Ac primaire souris sur LDGCB non GCB; E : : 

immunohistochimie avec Ac primaire rat sur LDGCB GCB ; F : : immunohistochimie avec Ac primaire rat sur 

LDGCB non GCB. 
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Nous pouvons donc constater une coloration significative pour la tumeur REC, attestant donc 

de la pr�sence de TACI � la membrane cellulaire et, inversement, une coloration membranaire 

nulle pour la tumeur DHL. Les lames issues de tumeur de patients nous permettent de 

confirmer notre hypoth�se de d�part qui est que le TACI sÕexprime sur des lign�es non GCB.  

 

Pour ces deux tests,  nous obtenons une information compl�mentaire qui est que la lign�e, une 

fois inject�e, conserve lÕexpression du TACI. 

 

2-4-2-Injection in vivo 

 

Suite � la tr�s faible PRC apr�s radiomarquage, nous nÕavons pas pu proc�der � lÕinjection du 

produit. 
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Discussion 
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Afin de pouvoir distinguer, par lÕimagerie TEP, le sous-type ABC parmi les diff�rents 

lymphomes non hodgkinien, nous avons d�velopp� un nouveau traceur immunologique 

utilisant le Zirconium-89 ch�lat� � la desferioxamine coupl� � un anticorps. Ce travail a �t� 

conduit dans lÕespoir de pouvoir synth�tiser un produit utilisable � terme chez des patients 

atteints de lymphome diffus � grandes cellules B. Nous avons vu que le sous-type ABC 

pr�sente une survie globale � cinq ans avec ou sans traitement (CHOP ; R-CHOP) moins 

bonne que le sous-type GCB [18 ; 19 ; 21]. Dans ce travail nous avons prouv�, dans un 

premier temps, notre capacit� � synth�tiser le 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab et nous lui avons 

fait subir des contr�les afin de sÕassurer de la qualit� de notre pr�paration. Puis, dans un 

second temps, nous avons effectu� les m�mes op�rations sur un anticorps anti-TACI afin 

dÕobtenir le 89Zr-Df-Bz-NCS-anti-TACI. Cet anticorps permettra de cibler le TACI, r�cepteur 

inducteur de la voie de signalisation incluant le NF-!B, qui comme nous lÕavons vu est 

sp�cifique des LDGCB de sous-types ABC [23]. Pour correspondre � la demi-vie de 

lÕanticorps, il existe actuellement tr�s peu de radionucleides � longue demi-vie pour TEP pour 

une utilisation dans des �tudes cliniques. On peut citer le 89Zr et lÕ124I. Bien que lÕiodation 

dÕun anticorps pour lÕimagerie TEP soit simple [35], lÕ124I pr�sente certaines limites, comme 

une r�solution inf�rieure, un bruit de fond plus important que le 89Zr [57] et une d�iodination 

enzymatique entrainant une perte de signal [54]. Plus r�cemment, lÕutilisation du 89Zr a �t� de 

plus en plus importante dans de nombreuses �tudes [55]. Ceci est d� � son faible co�t de 

production, sa puret�, sa stabilit� et �videmment sa longue demi-vie qui en font un choix id�al 

pour le lier � un anticorps afin dÕen faire un traceur pour TEP. DÕautre part, le ch�lateur p-

Isothiocyanatobenzyl-desferrioxamine (Df-Bz-NCS) est disponible dans le commerce pour le 

marquage du 89Zr et il a d�j� montr� de bonnes performances lorsquÕil est conjugu� avec 

dÕautres radionucleides comme le Gallium-68 [75]. Peu dÕ�tudes ont montr� que le DTPA 

peut �tre utilis� pour la ch�lation du 89Zr [69], le Desferal (Df) appara�t dans les ann�es 1990 

comme �tant le meilleur ch�lateur pour le 89Zr [71 ; 72 ; 73]. Ce Desferal sera modifi� dans 

les ann�es 2000 en N-Sucdf  [53], permettant une meilleure stabilit� entre lÕanticorps et le 
89Zr. Pour notre �tude, cÕest bien le Df-Bz-NCS qui sera utilis� pour pr�parer le 89Zr-Df-Bz-

NCS-anticorps, par une m�thode en deux �tapes, en accord avec les proc�dures publi�es [75]. 

Dans notre �tude, nous avons utilis� diff�rentes lign�es cellulaires sur lesquelles nous avons 

pu tester nos diff�rentes pr�parations. Apr�s les avoir compt�es et sÕ�tre assur� de leur 

viabilit�, ces lign�es cellulaires ont donc �t� caract�ris�es par FACS et RT-MLPA. Les 
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lign�es REC et VAL sont CD20+ et TACI+ alors que les lign�es DHL et RL sont CD20+ et 

TACI-. 

Dans notre premi�re partie consacr�e � lÕutilisation du Rituximab, nous avons pu constater 

gr�ce au Western Blot que le Rituximab-Df-Bz-NCS nÕa pas subi de d�gradation durant 

lÕop�ration de couplage et quÕil a conserv� sa sp�cificit� vis-�-vis de sa cible, le CD20. Apr�s 

le radiomarquage avec le 89Zr, le rendement global calcul� est de 82,5% avec une activit� 

sp�cifique de 0,56mCi/mg dÕanticorps. Suite � ces r�sultats encourageants, nous avons 

effectu� des contr�les qualit�s sur notre pr�paration, par ITLC et HPLC. La chromatographie 

sur couche mince a r�v�l� une puret� radiochimique de plus de 99% (figure 42) et lÕHPLC 

nous permet de confirmer que le marquage a �t� bien effectu� sur un anticorps entier et non 

pas sur des fragments dÕanticorps (figure 44). Le 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab montre une 

bonne stabilit� in vitro � plus de 3 jours � 37¡C dans du NaCl 0,9% et dans du Plasma humain 

(Figure 45). Nos r�sultats confirment que le 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab est bien stable sur 

une longue p�riode dans le plasma humain � 37¡C. Pr�s de 3 jours apr�s le marquage, la 

puret� radiochimique de notre produit est sup�rieure � 90%. 

La figure 46 montre les �tapes de comp�tition in vitro que nous avons fait subir � notre 

produit sur nos lign�es cellulaires. LÕ�tape de saturation nous a permis de conna�tre la lign�e 

sur laquelle lÕ�tape de comp�tition serait la meilleure. Il sÕagit de la lign�e VAL, qui, dans 

lÕ�tape de saturation, pr�sente un plateau de saturation attestant du remplissage total des sites 

cibles avec 10 µCi dÕanticorps marqu�s. LÕ�tape de comp�tition sur la lign�e VAL entre le 
89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab et un exc�s (jusqu'� 100 x) de Rituximab non marqu� permet 

dÕaffirmer que notre produit se fixe sp�cifiquement sur ces r�cepteurs cibles (figure 47).  La 

fraction immunor�active du 89Zr-Df-Bz-NCS-Rituximab a �t� mesur�e par un essai in vitro 

sp�cifique utilisant les lign�es VAL et REC. La fraction immunor�active de 89Zr-Df-Bz-NCS-

Rituximab sÕest r�v�l�e �tre de 0,78 (± 0,22) avec la lign�e VAL (figure 48) et de 0,88 avec la 

lign�e REC (figure 49). Ces donn�es montrent clairement que la pr�paration de traceur 89Zr-

Df-Bz-NCS-Rituximab est tr�s immunor�active avec des liaisons sp�cifiques sur la lign�e 

VAL et REC. Afin de cl�turer les contr�les qualit�s de cet Ac radiomarqu�, nous lÕavons 

inject� � des souris nude NU/NU pr�sentant des tumeurs de lign�e DHL et REC. Apr�s des 

acquisitions au Nanospect/CT-MicroPET � 24, 48 et 72 heures, nous observons une nette 

captation sp�cifique au niveau des tumeurs, confirmant ainsi lÕefficacit� in vivo de notre 

pr�paration (figure 51 et 52). De plus, cette captation est meilleure que la captation du 18F-

FDG comme il peut lÕ�tre d�crit dans la litt�rature [82]. 
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Dans la seconde partie, nous avons utilis� lÕanti-TACI. Nous avons pu constater gr�ce au 

Western Blot que lÕAnti-TACI-Df-Bz-NCS ne subit �galement pas de d�gradation durant 

lÕop�ration de couplage (figure 53). Cependant, nous nÕavons pas pu �tablir sÕil a conserv� sa 

sp�cificit� vis-�-vis de sa cible car nous nÕavions pas dÕanticorps secondaire anti-rat HRP 

compatible avec le WB. Apr�s lÕ�tape de radiomarquage avec le 89Zr, le rendement global 

calcul� est de 15% avec une activit� sp�cifique de 1,48 mCi/mg dÕanticorps. Malgr� ces 

r�sultats tr�s faibles, nous avons effectu� des contr�les qualit�s sur notre pr�paration, en 

commen�ant par lÕITLC. La chromatographie sur couche mince a r�v�l� une puret� 

radiochimique de 3,11% (figure 55). Suite � ces r�sultats, le contr�le qualit� par HPLC, les 

�tudes de stabilit�, de comp�tition et dÕimmunor�activit� nÕont pas pu �tre effectu�s. Cette 

faible PRC est sans doute due au fait que nous ayons effectu� notre radiomarquage avec des 

quantit�s tr�s faibles dÕAc Anti-TACI (0,1mg) en comparaison avec nos essais sur le 

Rituximab (5mg). 

Malgr� lÕimpossibilit� dÕinjecter � lÕanimal (pr�alablement xenogreff� par nos lign�es) notre 

Anti-TACI radiomarqu�, des exp�riences ont quand m�me pu �tre effectu�es sur le petit 

animal avec cet Ac. Dans un premier temps, nous avons effectu� une technique 

dÕimmunohistochimie sur des lames de coupe de tumeur de patient atteint de LDGCB. Cette 

exp�rience a permis de confirmer la pr�sence du r�cepteur membranaire TACI � la surface de 

LDGCB non-GCB et lÕabsence du r�cepteur sur les LDGCB GCB (figure 57). Dans un 

second temps, nous avons test� des Ac anti-TACI (souris et rat) sur des coupes de tissu 

tumoral provenant de souris nude NU/NU ayant re�u des injections de lign�e REC ou DHL. 

Ainsi, gr�ce � lÕimmunohistochimie, nous avons pu constater une coloration significative pour 

la tumeur REC, contrairement � la DHL (figure 56). Cela permet dÕaffirmer la pr�sence de 

TACI � la membrane cellulaire, la qualit� des Ac anti-TACI utilis�s et que la lign�e - une fois 

inject�e - conserve lÕexpression du TACI.   

La maitrise globale du radiomarquage, allant de la pr�paration jusqu'� lÕinjection chez 

lÕanimal �tant acquise et reproductible, il est essentiel, pour la suite de ce projet, que dÕautres 

essais soit effectu�s, cette fois-ci en utilisant une plus grande quantit� dÕAc anti-TACI. Ceci 

afin dÕesp�rer, apr�s le succ�s des contr�les qualit�s, lÕinjecter et atteindre lÕobjectif de r�ussir 

� distinguer diff�rents sous-types de LDGCB. 
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Conclusion 
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Le radiomarquage dÕun anticorps comporte diff�rentes �tapes critiques. Ainsi, gr�ce � 

lÕapplication de diff�rentes m�thodes de synth�se et de contr�les, nous sommes parvenus � 

mettre au point un couplage entre un ch�lateur et un anticorps, puis un radiomarquage entre 

un anticorps ch�lat� et un isotope radioactif. 

Dans la premi�re partie, nous avons pu �valuer la faisabilit� de ces deux �tapes en utilisant le 

Rituximab, un anticorps � faible co�t et facile � obtenir. Apr�s synth�se du Rituximab 

radiomarqu�, nous avons obtenu dÕexcellents r�sultats sur les contr�les qualit�s ainsi que sur 

lÕimagerie nucl�aire apr�s injection chez la souris nude NU/NU. Forts de ces excellentes 

conclusions, nous avons reproduits cette synth�se avec un anticorps anti-TACI. Cet anti-

TACI cible les r�cepteurs TACI, activant les voies de signalisations incluant le NF-!B, et qui 

donc peut nous permettre de d�tecter les LDGCB de sous-types ABC. 

Les r�sultats des contr�les qualit�s sur lÕanti-TACI ont permis dÕaffirmer quÕapr�s couplage 

cet anticorps conserve son int�grit�. Cependant, la quantit� trop infime obtenue nÕa pas permis 

dÕeffectuer un radiomarquage optimal. La puret� radiochimique tr�s faible ne nous a donc pas 

permis de proc�der aux autres contr�les qualit�s du radiomarquage. Les prochaines tentatives 

de radiomarquage devront �tre effectu�es avec une plus grande quantit� dÕanticorps pour 

esp�rer injecter chez lÕanimal cet Ac anti-TACI radiomarqu�. 

Cependant, ce travail nous a permis de maitriser et de nous familiariser avec les techniques de 

couplage et de radiomarquage pour pouvoir, dans lÕavenir, effectuer dÕautres tentatives avec 

une quantit� plus cons�quente dÕAc anti-TACI. 

LÕadministration de cet Ac pourrait permettre de distinguer les sous-types de LDGCB et 

dÕorienter dans lÕavenir la prise en charge, ainsi que les traitements fournis aux patients. En 

effet, les traitements usuels nÕont que peu dÕinfluence sur la survie globale moyenne chez des 

patients atteints dÕun LDGCB ABC. 

Ce premier travail de collaboration �troite entre diff�rents services du CRLCC Henri 

Becquerel et de lÕUniversit� Catholique de Louvain est le point de d�part dÕun plus grand 

projet. Projet qui pourrait permettre dÕaboutir, pour les patients potentiels � la cr�ation dÕun 

marqueur pronostique, � un test pour typage tumoral pour adapter la th�rapeutique, voire 

m�me � un futur produit pour de la radioimmunoth�rapie. 
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