
Projets de Fin d’Etudes - Résumés  

End-of-studies - Summary 

Année 2021-2022 

ENSTBB - Bordeaux INP 

 

- 1 - 

29 sept. 22 

   

   

  ETABLISSEMENT FRANCAIS DU SANG 
 

SAINT-DENIS ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Kenza BELHAJ -   11/22/2021 → 12/30/2022  

 Valorisation de la recherche de l’Etablissement Français du Sang  Technology Transfer of the French Blood Establishment 

 Rapport confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Propriété intellectuelle, valorisation scientifique, recherche, transfert de technologie, contrat 

 

La valorisation de la recherche vise à transférer les résultats de la recherche universitaire 

vers le monde socio-économique, avec des retombées économiques pour l'institution mère, 

afin que la société puisse bénéficier des résultats de la recherche de manière tangible. Les 

technologies décrites dans mon projet de fin d’études sont de nouveaux produits ou processus 

ou d'amélioration de processus émanant de la recherche universitaire, qui ont une utilisation 

industrielle potentielle. Lorsqu'une technologie présente un intérêt pour un industriel ou 

lorsqu’elle est suffisamment mature pour pénétrer un marché, plusieurs stratégies sont 

possibles, soit en transférant la technologie à des entreprises existantes par le biais de 

licences, soit en créant une nouvelle entité, telle qu'une start-up, basée sur cette technologie. 

Tout ce processus est géré par le Département Recherche et de la Valorisation de l'EFS pour 

les équipes de recherche de l'EFS répartie dans toute la France. Ma mission principale était 

d'assurer la protection de la propriété intellectuelle des chercheurs de l'EFS. Ma deuxième 

mission était de travailler sur un projet européen appelé Maxibone, concernant une thérapie 

cellulaire pour laquelle j'étais en charge de la valorisation en promouvant le projet 

notamment au travers de la recherche de partenaires potentiels. 

  

Intellectual property, scientific valorisation, research, technology transfer, contract 

 

Research valorisation aims to transfer the results of academic research to the socio-economic world, 

with economic benefits for the parent institution, so that society can benefit from the research 

results in a tangible way. The technologies described in my end-of-studies project are new products 

or processes or process improvements arising from university research, which have a potential 

industrial use. When a technology is of interest to an industrialist or when it is mature enough to 

enter a market, several strategies are possible, either by transferring the technology to existing 

companies through licensing or by creating a new entity, such as a start-up, based on this 

technology. This whole process is managed by the EFS Research and Valorisation department for 

EFS research teams throughout France.  My main mission was to ensure the protection of the 

intellectual property of EFS researchers. My second mission was to work on a European project 

called Maxibone, concerning a cell therapy for which I was in charge of the valorisation by 

promoting the project as well as the search for potential partners. 
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  HONING BIOSCIENCE SAS 
 

PARIS ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Mélanie GUIOT -   10/1/2021 → 10/14/2022  

    

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

Thérapie cellulaire – Production – Développement de procédés – Transfert – Gestion de projet 

– Bonnes Pratiques de Fabrication – Assurance Qualité 

 

Le Centre Meary est une plateforme de l’APHP située au sein de l’Hôpital Saint-Louis à Paris. 

Elle est dédiée à la production de médicaments de thérapies innovantes (MTI) expérimentaux. 

Elle dispose d’une zone de production avec 5 salles blanches de classe B ainsi que d’un 

laboratoire de contrôle qualité. L’établissement a reçu son autorisation de production de MTI 

expérimentaux par l’ANSM en 2018. L’équipe est constituée de 20 personnes majoritairement 

pharmaciens, techniciens et ingénieurs. Plusieurs projets de thérapie cellulaires sont en cours 

pour des essais cliniques dans diverses aires thérapeutiques : maladies inflammatoires, 

neurologie, transplantation, oncologie… 

J’ai été recrutée en tant que chef de projet au sein d’un nouveau département développement 

de procédés et de transfert industriel pour mon contrat de professionnalisation. Mes missions 

durant cette année ont 2 versants : une partie gestion de projet avec la mise en place du 

nouveau département dans la structure, et une partie participation à des projets de 

développement en cours. 

Concernant la partie gestion de projet : avec mes tutrices, nous avons rédigé et mis en place 

les procédures associées à l’évaluation et la prise en charge des projets dans la structure. Ces 

procédures sont en cours de tests avec la soumission de nouveaux projets et le développement 

des projets actuels. Je réalise également une analyse de risque d’impact qualité de la création 

de ce nouveau département dans un environnement dédié à une production en conformité 

avec les bonnes pratiques de fabrications. 

Le projet de développement dont je suis chargée a pour but de produire des CAR-Macrophages 

à visée anti-tumorale. Il se fait en collaboration avec deux start-ups : Honing Biosciences qui 

détient une technologie de modulation d’expression protéique et Astraveus qui développe un 

équipement de production microfluidique pour la thérapie cellulaire. Mon objectif est 

d’optimiser les conditions de culture des macrophages différenciés à partir de monocytes, 

ainsi que de développer des méthodologies d’analyse de ces macrophages notamment en 

cytométrie de flux et analyses d’imagerie. 
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  CATALENT PHARMA SOLUTIONS 
 

LIMOGES ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Raphael DOS SANTOS MORAIS -   3/14/2022 → 9/9/2022  

 DÉVELOPPEMENT DE METHODES ANALYTIQUES ET DE FORMULATION APPLIQUÉES AUX 

BIOMEDICAMENTS 

 COMMISSIONING OF ANALYTICAL DEVELOPMENT AND 

FORMULATION PROCEDURES APPLIED TO BIOLOGICS 

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

Développement analytique, validation/qualifications de procédés, caractérisation de 

protéines, analyses biophysiques, formulation 

 

Ce stage de six mois s'inscrit dans le projet de création et de mise en service du laboratoire 

de développement analytique pour biomédicaments de Catalent Pharma Solutions (Limoges). 

Les missions attribuées ont été la prise en main et la qualification des équipements, la 

participation à la vie globale du laboratoire : rédaction de procédures, utilisation des 

équipements afin de mettre en place des protocoles qui pourraient être utilisés lors de projets 

clients. Ce projet d'étude porte sur la création de méthodes globales d'analyses biophysiques 

de protéines dans le cadre du développement de biomédicaments et de la formulation de ces 

derniers dans le laboratoire DPD (Drug Product Development). Ces protocoles ont été réalisés 

avec plusieurs équipements analytiques et avec plusieurs protéines, la BSA (Bovine Serum 

Albumin) ainsi que deux anticorps monoclonaux : le standard NIST et le trastuzumab. Les 

différentes étapes d'analyse ont été séparées en trois catégories : (i) la caractérisation et le 

contrôle qualité où l'état de la protéine dans son tampon de stockage est vérifié, (ii) le 

développement analytique où des procédés sont mis en œuvre pour optimiser les méthodes 

d'analyse, (iii) la formulation, où la stabilité de la protéine d'intérêt dans son tampon est 

analysée afin de trouver les meilleures conditions de conservation et de stockage. Le contrôle 

qualité et la caractérisation permettent de vérifier la concentration initiale, l'état 

d'agrégation, la taille et la masse molaire des protéines. Lors des étapes de développement 

analytique, plusieurs paramètres peuvent être déterminés puis optimisés selon les besoins. 

Il peut s'agir de paramètres reflétant la stabilité thermique et chimique, la polydispersité ou 

encore la propension à l'agrégation de la protéine. Ces informations servent de bases solides 

à l'étape de formulation. En effet, il est primordial que la protéine soit stockée dans des 

conditions dans lesquelles elle est stable dans le temps et dans une conformation active pour 

maintenir sa fonction. 

  

Analytical development, validation/qualification ofprocedures; characterization ofproteins; 

biophysical analyses; formulation 

 

This six-month internship is part of the creation and commissioning of Catalent Pharma Solutions' 

analytical development laboratory. The various missions assigned were taking part in the 

commissioning and the qualification phases of several equipment of the laboratory, contributing 

to the day-to-day functioning of the laboratory by redacting SOPs (Standard Operating Procedures), 

helping to manage the stocks as well as fully using the equipment to create a protocol that could 

possibly be used for customer projects. This project deals with the creation of analytical 

development methods for therapeutic proteins in the context of "Biologics" and their formulation 

in the DPD (Drug Product Development) laboratory. These procedures were performed with BSA 

(Bovine Serum Albumin), and two monoclonal antibodies: the standard NIST mAb (National 

Institute of Standards and Technology) and the trastuzumab. The various steps of analyses were 

separated into three classes: (i) characterization and quality control, where the state of the protein 

in its storage buffer is checked, (ii) analytical development, where protocols are applied to optimize 

the analytical methods and (iii) formulations where the stability of the protein in its buffer will be 

tested to select the best condition for its storage. Quality control and characterization are required 

for the initial state of the protein: its concentration, the proportion of aggregates or the molecular 

size and the molecular mass of the protein. During development steps, different parameters can 

be determined and optimized, depending on the needs: it can be thermodynamic parameters 

reflecting the thermostability of the protein; the state of aggregation (e.g.: the polydispersity or 

turbidity) or chemical stability-related parameters. This information is the starting point of the 

formulation. For Biologics, it is mandatory that the active protein is stored in an optimal buffer to 

ensure its stability and maintain the proper conformation to preserve its function. 

  

  

Mariem 
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  NOVARTIS PHARMA SAS 
 

HUNINGUE ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Fabrice HENNEBIQUE -   4/4/2022 → 9/30/2022  

 Implémentation d’un HUB Logistique - Projet d’harmonisation des références de Matières 

premières et consommables 

  

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Supply Chain, logistique, Hub, harmonisation, SAP, packaging 

 

Novartis est une société pharmaceutique suisse d’envergure internationale faisant partie des 

entreprises leaders du secteur de la santé. Le site de production de Huningue est une référence 

mondiale en matière de biotechnologies. Plus de 700 hommes et femmes hautement qualifiés 

s’y relaient pour fabriquer des biomédicaments innovants et complexes dans différentes aires 

thérapeutiques : la dermatologie, l’oncologie, les maladies respiratoires…  

Afin d’assurer la production de tel volumes de Drug Substances tout en améliorant sa 

rentabilité, le groupe Novartis a fait le choix d’adopter une démarche de centralisation de ses 

achats et approvisionnements au près d’un Hub logistique. La mise en place d’une telle 

structure au centre de la Supply Chain de ces 5 sites de production Large molecules permet 

d’augmenter la flexibilité et la compétitivité de l’entreprise. 

Ce projet d’implémentation ne signifie pas seulement centraliser les stocks, mais également 

une mise en commun des codes articles, du choix des fournisseurs et des matières ou encore 

des packagings. C’est pourquoi un travail important d’harmonisation des matières et 

processus inter-sites a du être mené. Il regroupe la standardisation des caractéristiques des 

matières et des tests d’analyse des matières. Ainsi, il est prévu que d’ici 2023, ce seront près 

de 500 références, qui seront gérées par le Hub, avec une intégration progressive. 

 

  

 

Novartis is a Swiss pharmaceutical company of international scope and one of the leading 

companies in the healthcare sector. The production site in Huningue is a global reference in the 

field of biotechnology. More than 700 highly qualified men and women are working there to 

manufacture innovative and complex biomedicines in various therapeutic areas: dermatology, 

oncology, respiratory diseases, etc.  

In order to ensure the production of such high volumes of Drug Substances while improving its 

profitability, the Novartis group has decided to adopt a centralized approach to its purchasing and 

supply operations at a logistics hub. The implementation of such a structure at the center of the 

Supply Chain of these 5 Large molecule production sites allows to increase the flexibility and the 

competitiveness of the company. 

This implementation project does not only mean centralizing stocks, but also pooling article codes, 

the choice of suppliers and materials, and packaging. This is why an important work of 

harmonization of materials and processes between sites had to be carried out. It includes the 

standardization of material characteristics and material analysis tests. Thus, it is planned that by 

2023, nearly 500 references will be managed by the Hub, with a progressive integration. 
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  BECKER & ASSOCIÉS 
 

PARIS ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Marion CHAJMOWICZ -   3/7/2022 → 7/31/2022  

 Le métier d’ingénieur brevet   

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

Propriété industrielle, brevetabilité, liberté d’exploitation, biotechnologie générale, 

procédure brevet 

 

Le brevet est un titre de propriété industrielle qui permet à son titulaire d’obtenir un droit 

exclusif sur une invention, pendant une durée limitée et sur un territoire déterminé. De 

manière plus précise, le brevet d’invention confère à son détenteur le droit d’interdire à un 

tiers de fabriquer, importer ou encore vendre l’objet du brevet sans l’accord préalable du 

propriétaire du titre. Le brevet permet d’une part de rentabiliser l’invention mais aussi de 

stimuler l’innovation.  

Ainsi le rôle de l’ingénieur brevet, et donc l’objet de mon stage au sein du cabinet BECKER & 

Associés, est de conseiller les inventeurs et les entreprises en matière de brevets, et de les 

aider à la meilleure protection possible pour leur invention. L’objectif de ce rapport est 

d’initier le lecteur sur les différents aspects d’un brevet comme les critères de brevetabilité, 

les différentes parties d’un brevet et les différentes juridictions. Le lecteur pourra également 

découvrir la procédure de délivrance d’un brevet, la plupart du temps assez longue nécessitant 

l’intervention d’un ingénieur brevet à plusieurs reprises. 

Un second aspect du métier est expliqué dans ce rapport : il s’agit de l’étude de la liberté 

d’exploitation d’un produit ou d’une technologie, qu’elle soit elle-même brevetée ou non. Un 

brevet ne confère pas le droit d’exploiter son invention d’où la nécessité de vérifier, avant 

toute mise en œuvre commerciale, si d’autres brevets de concurrents sont susceptibles de 

bloquer la libre exploitation d’un produit ou d’une technologie. Une telle étude implique de 

comparer le produit ou la technologie d’intérêt avec les revendications de brevets des 

concurrents.  

Au fil du rapport, je décris également les missions qui m’ont été confiées et qui m’ont permis, 

de confirmer mon intérêt à évoluer professionnellement en tant qu’ingénieur brevets, dans 

le domaine des biotechnologies. 

  

 

A patent is an industrial property title which allows its holder to obtain an exclusive right to an 

invention, for a limited period of time and in a specific territory. More specifically, a patent confers 

on its holder the right to prohibit a third party from manufacturing, importing or selling the subject 

matter of the patent without the prior agreement of the owner of the title. The patent makes it 

possible to make the invention profitable but also to stimulate innovation.  

The role of the patent engineer, and therefore the purpose of my internship at BECKER & Associés, 

is to advise inventors and companies on patent matters, and to help them find the best possible 

protection for their invention. The objective of this report is to introduce the reader to the different 

aspects of a patent such as the criteria for patentability, the different parts of a patent and the 

different jurisdictions. The reader will also be introduced to the patent granting procedure, which 

is often quite lengthy and requires the intervention of a patent engineer on several occasions. 

A second aspect of the business is explained in this report: the study of the freedom to exploit a 

product or technology, whether or not it is patented. A patent does not confer the right to exploit 

its invention, hence the need to check, before any commercial implementation, whether other 

competitors' patents are likely to block the free exploitation of a product or technology. Such a 

study involves comparing the product or technology of interest with the patent claims of 

competitors.  

In the course of the report, I also describe the assignments I was given, which allowed me to 

confirm my interest in developing professionally as a patent engineer in the field of biotechnology. 

  

  

Thomas 

BOYER 
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  GENETHON 
 

EVRY-COURCOURONNES ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Romain FRAGNOUD, -   10/4/2021 → 11/30/2022  

 Développement d’un test de Potency In Vitro pour un AAV-gène 1   

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Développement Analytique / Potency / Thérapie Génique / Culture Cellulaire / Virus adéno-

associé (AAV) / Dystrophie musculaire 

 

J’ai réalisé mon contrat de professionnalisation chez Généthon, laboratoire pionnier dans la 

recherche et le développement de méthodes de thérapies géniques pour les maladies rares. 

Au sein de ce laboratoire, j’ai eu l’opportunité d’intégrer l’équipe Développement Analytique 

du département d’Innovation technologique, dédié à au développement et à l’optimisation de 

méthodes analytiques pour la caractérisation des vecteurs AAV à différents stades de 

production ou de purification. Durant mon contrat avec Généthon, j’ai travaillé sur le 

développement d’un test de potency du vecteur de thérapie génique développé par Généthon 

pour soigner une des myopathies des ceintures liée au déficit pour le gène 1. Cette pathologie, 

causée par une ou plusieurs mutations sur le gène 1, résulte en une enzyme non fonctionnelle. 

Le test de potency a pour objectif de démontrer la capacité spécifique du produit à donner un 

résultat attendu, c’est-à-dire l’expression du gène médicament ainsi que la restauration de 

l’activité biologique visée. Ainsi, le test de potency mis en place a pour objectif de détecter le 

gène 1 (ARNm et protéine) de manière dose dépendante et de vérifier la restauration de 

l’activité enzymatique en présence du vecteur médicament. Au cours de mon PFE, une lignée 

cellulaire déficiente en gène 1 a été sélectionnée et caractérisée. Une fois le modèle cellulaire 

mis en place, l’expression de l’ARNm et de la protéine du gène 1 à différentes doses d’AAV 

médicament a été étudiée. Les méthodes mises au point en RT-qPCR et en Western Blot 

démontrent la capacité spécifique du produit de thérapie génique à donner le résultat 

attendu. En parallèle, différentes expériences ont été menées pour mettre en évidence la 

restauration de l’activité biologique due à l’apport de la protéine du gène 1. 

  

 

During my apprenticeship at Genethon, a pioneer laboratory in gene therapy, I joined the Analytical 

Development team. The purpose of the team is to develop analytical methods in order to 

characterize gene therapy products. Among all the projects carried out, I had the opportunity to 

work on the development of a Potency Assay for a recombinant AAV vector designed by Genethon 

in order to treat one of the Limb Girdle Muscular Dystrophies. This disease is a recessive autosomale 

muscular dystrophy caused by a mutation in the gene 1 resulting in abnormal enzyme. 

The purpose of the potency assay is to demonstrate identity, purity and strengh of the gene therapy 

product and will be use for batch release later on. In order to illustrate the specific ability or 

capacity of the product, the assay is based on the detection and quantification of the mRNA (RT-

qPCR) and the protein of gene 1 (Western Blot) at several MOI (Multiplicity of infection). An 

adequate in vitro model for the development of the potency assay, a gene 1 deficient cell line with 

an abnormal enzyme activity, 

was selected and characterized. The first results obtained in RT-qPCR and Western Blot allows 

measurement potency in a dose dependant manner. In the meantime, various experiences were led 

to highlight a restauration of a normal biology activity thanks to the presence of protein of gene 

1. 
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  CHARITE UNIVERSITATSMEDIZIN BERLIN 
 

BERLIN ● ALLEMAGNE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Steffen LINDNER -   3/1/2022 → 8/31/2022  

    

 Rapport confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

 

Les effets de la catastrophe climatique causée par les émissions de gaz à effet de serre 

menacent la vie sur terre. Néanmoins, le dioxyde de carbone (CO2) est une matière première 

importante pour le développement d'une bioéconomie circulaire. Le cycle synthétique de 

CETCH, dont le fonctionnement n'a été démontré jusqu'à présent qu'in vitro, est 

énergétiquement plus efficace que le principal cycle naturel de fixation du CO2, le cycle de 

Calvin-Benson-Bassham. La mise en place du cycle CETCH in vivo est actuellement limité par 

l'expression de l’enzyme méthylsuccinyl-CoA déshydrogénase (mcd) en raison de ses besoins 

complexes en cofacteurs. Ce projet avait pour objectif d’établir l'activité de mcd dans la 

bactérie modèle Escherichia coli, en utilisant des souches de sélection modifiées qui dépendent 

de l'activité de l'enzyme pour leur croissance. Après la conception théorique de schémas de 

sélection incluant mcd et des enzymes auxiliaires, des souches de sélection ont été créées par 

le biais de plusieurs délétions de gènes dans le métabolisme central d’E.coli. La sensibilité des 

souches de sélection a été testée vis-à-vis de composés spécifiques qui ne peuvent plus être 

synthétisés par la bactérie. Ensuite, l'activité de l’enzyme mcd a été testée en implémentant 

de nouvelles voies métaboliques courtes dans ces souches, et en les testant par des 

expériences de croissance. Bien que la croissance des souches de sélection n'ait pas pu être 

restaurée par l'activité de mcd et des enzymes auxiliaires, deux souches de sélection très 

sensibles ont été créées et caractérisées au cours de ce projet. De futures expériences 

devraient se concentrer sur des tests de l'expression et de l'activité correctes de mcd et de ses 

enzymes auxiliaires, afin d'identifier le facteur limitant pour l’expression fonctionnelle de 

l’enzyme. Dans le futur, l'une des souches de sélection pourra être utilisée pour tester 

l'activité de l'ensemble du cycle de CETCH afin d'ouvrir la voie à sa mise en œuvre in vivo. 

  

 

The effects of the anthropogenic climate catastrophe caused by greenhouse gas emissions 

threatens life on earth. Nevertheless, carbon dioxide (CO2) is as an important feedstock for the 

development of a circular bio-economy. The synthetic CETCH cycle, so far only demonstrated to 

operate in vitro, operates more ATP-efficient than the naturally prevalent Calvin-Benson-Bassham 

cycle. The establishment of the CETCH cycle in vivo is currently limited by the expression of 

methylsuccinyl-CoA dehydrogenase (mcd) due to the complex cofactor requirements of this enzyme. 

In this project, we aimed to establish mcd activity in the model bacterium E. coli, using engineered 

sensor strains that rely on the activity of the enzyme for growth. After the theorical design of 

selection schemes including mcd and helper enzymes, growth-coupled selection strains were 

engineered through several gene deletions in central metabolism. The sensitivity of the sensor 

strains was tested toward specific compounds that cannot be synthetized anymore. Then, the 

activity of mcd was tested in short pathways in these strains via growth experiments. While growth 

of the sensor strains could not be restored via activity of mcd and the helper enzymes, two highly 

sensitive sensor strains were created and characterized during this project. Next experiments 

should focus on testing the correct expression and activity of mcd and its helper enzymes to identify 

the limiting factor for functional mcd expression. In the future, one of the sensor strains can be 

employed to test the whole pathway activity of the CETCH cycle to pave the way for its in vivo 

implementation. 
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  LIGHT-CHAIN BIOSCIENCE - NOVIMMUNE SA 
 

PLAN LES OUATES ● SUISSE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Yves POITEVIN -   3/21/2022 → 9/22/2022  

 Développement d’une plateforme optimisée de purification d’anticorps bispécifique à 

l’échelle industrielle 

 Development of an optimized industrial scale purification platform for bispecific antibodies 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

 

La purification est souvent considérée comme l’une des étapes les plus difficiles du processus 

de production des anticorps bispécifiques. Compte tenu de la technique de formation des 

produits, une large gamme d’impuretés est produite, la plupart d’entre elles étant très 

proches du produit désiré en termes de structure.  

LCB a développé et breveté son format spécifique d’anticorps bispécifiques connus sous le 

nom de κλ-body, qui est un anticorps entièrement humain constitué de deux chaînes légères 

distinctes et les chaînes lourdes communes. Ce format limite la formation d’impuretés 

pendant leur production, simplifiant la purification par rapport aux autres anticorps 

bispécifiques commercialisés. 

Afin de répondre aux normes de qualité élevées des exigences de sécurité de l’industrie 

pharmaceutique pour la purification des substances actives, LCB a développé un processus 

puissant basé sur trois étapes d’affinité : une protéine A suivie de deux autres étapes 

d’affinité. Cette stratégie représente des coûts considérables et doit être pleinement 

optimisée. 

Cette optimisation a consisté d’abord à déterminer les capacités optimales des résines, puis 

à choisir des résines plus efficaces et enfin à éliminer une étape du processus. 

Les trois modèles d’optimisation ont été comparés d’un point de vue tant qualitatif 

qu’économique, et il a été montré que la réduction du nombre d’étapes est la meilleure 

solution par rapport à l’optimisation du processus en trois étapes de capture, à la fois en 

temps et en coût. 

Comme deuxième choix, le remplacement de la résine de protéine A par une résine de nouvelle 

génération apporte un réel gain de productivité et une réduction des coûts pour cette étape. 

Enfin, l’optimisation de la capacité des résines conventionnelles/historiques montre qu’elle 

est une condition préalable à toute production de lots. 

  

Process Development / Optimization / Downstream / Purification / Affinity Chromatography 

Bispecific Antibodies / Analytics Pharmaceutical production / Immunology Lab Management and 

Traceability 

 

Purification is often considered as one of the most challenging steps of the bispecific antibodies 

production process. Considering the technics of formatting of the products, a wide range of 

impurities is produced, most of them being very close in terms of structure to the desired product.  

LCB has developed and patented its specific format of bispecific antibodies known as the κλ-body, 

which is a fully human antibody constituted of two distinct light chains and common heavy chains. 

This format limits the formation of impurities during their production, simplifying the purification 

compared to other marketed bispecific antibodies. 

In order to meet the high-quality standards of the pharmaceutical industry's safety requirements 

for the purification of active substances, LCB has designed a powerful process based on three 

affinity steps: a protein A followed by two other affinity steps. This strategy represents 

considerable costs and needs to be fully optimized. 

This optimization consisted firstly in determining the optimal capacities of the resins, then in the 

choice of more efficient resins and finally in the elimination of one step of the process. 

The three optimization models were compared from a qualitative as well as an economic point of 

view, and it appears that reducing the number of steps is the best solution compared to optimizing 

the process in 3 capture steps either in time or in cost. 

As a second choice, the replacement of the Protein A resin by a new generation resin brings a real 

gain in productivity and a reduction in costs for this step. 

Finally, optimizing the capacity of the conventional/historical resins shows that it is a prerequisite 

for any batch production. 

  

  

Nathan 

CHALAMEL 
  

 

CBI 
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  OM PHARMA 
 

1217 MEYRIN ● SUISSE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Thomas SARCIA -   3/14/2022 → 9/13/2022  

 Caractérisation de l’étape d’inactivation de cultures bactériennes  Characterization of the inactivation step of bacterial cultures 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Cultures bactériennes, inactivation thermique, rendement, scale-down, plan d’expérience 

 

OM pharma, produit depuis 40 ans des lysats bactériens permettant de préparer le système 

immunitaire à d’éventuelles infections respiratoires et urinaires. Mon projet s’est focalisé sur 

le Broncho-Vaxom® (BV®), composé de 21 souches de bactéries L’entreprise connaît 

actuellement une demande en BV® supérieure à leur capacité de production. C’est dans ce 

contexte que s’inscrit mon sujet de stage qui a pour but de caractériser l’étape d’inactivation 

thermique. En 2012 des calculs de rendements ont été effectués sur toutes les souches du 

produit, certains étaient très bas (20%). L’hypothèse quant à cette perte de rendement était 

que l’inactivation serait trop violente pour les bactéries et causerait une création de débris. 

L’étape d’inactivation étant suivie d’une étape de centrifugation permettant de concentrer la 

biomasse, les débris seraient éliminés dans le surnageant. Des résultats préliminaires 

obtenus avec un appareil permettant de mesurer le nombre de particules en fonction de leur 

taille (CASY de OLS) a montré une présence de débris après l’inactivation et leur diminution 

après centrifugation. La première partie de mon stage a donc été d’acquérir des données à 

l’aide de la nouvelle génération de cet appareil afin d’observer ou non la présence de débris. 

De calculer les rendements massiques de ces étapes en suivant des lots de production. La 

deuxième étape a été de modéliser un inactivateur pilote qui servira par la suite à la 

réalisation d’un plan d’expérience pour mesurer l’effet de certains facteurs sur le rendement. 

Les calculs de rendement ont été rassurant quant au procédé de fabrication. Les résultats 

obtenus au CASY serviront d’outil de comparaison en cas de déviation. Le plan d’expérience a 

permis de trouver un modèle théorique prédisant le rendement et a montré l’influence de la 

température mais il nécessite d’être réalisé et adapté aux autres souches. Il aurait été 

intéressant de déterminer les conditions minimales d’inactivation. 

  

Bacterial cultures, thermal inactivation, yield, scale-down, design of experiment 

 

OM pharma has been producing bacterial lysates for 40 years to prepare the immune system for 

possible respiratory and urinary tract infections. My project focused on Broncho-Vaxom® (BV®), 

composed of 21 strains of bacteria. The company is currently experiencing a demand for BV® that 

exceeds their production capacity. It is in this context that my internship subject comes from, which 

aims to characterize the thermal inactivation step. In 2012 yield calculations were measured on all 

strains of the product, some were very low (20%). The hypothesis for this loss of yield was that the 

inactivation could be too violent for the bacteria and could cause creation of debris. As the 

inactivation step is followed by a centrifugation step to concentrate the biomass, the debris would 

be removed in the supernatant. Preliminary results obtained with a particle size measurement 

device (CASY counter from OLS) showed a presence of debris after inactivation and their decrease 

after centrifugation. The first part of my internship was to acquire data with the new generation 

of this device in order to observe or not the presence of debris. To calculate the mass yields of these 

steps by following production batches. The second step was to design a scale-down of the 

inactivator which will be used thereafter for the realization of a design of experiment to measure 

the effect of certain factors on the yield. The yield calculations were reassuring regarding the 

manufacturing process. The results obtained with the CASY will serve as a comparison tool in case 

of deviation. The design of experiment allowed to find a theoretical model predicting the yield and 

showed the influence of temperature but it needs to be realized and adapted to other strains. It 

would have been interesting to measure the minimum conditions of inactivation. 

  

  

Mathilde 

CHAMBON 
  

 

Classique 
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  SEANALYTICS 
 

GOTHENBURG ● SUEDE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Per SUNDBERG -   2/1/2022 → 7/29/2022  

 Utilisation de l’ADNe pour la surveillance environnementale  Use of eDNA in environmental monitoring 

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

ADNe – Surveillance environnementale – Evaluation de la biodiversité – PCR digitale (dPCR) 

– Recherche appliquée 

 

Récemment, l’ADN environnemental est devenu une méthode rapide et non destructive de 

surveillance de la biodiversité. Il provient à la fois de cellules vivantes, d’organismes 

multicellulaires, de cellules mortes ou de structures cellulaires. Les molécules d’ADNe sont 

d’âge, de taille et de provenance géographique différents. En 2013, c’est en utilisant l’ADNe 

que SeAnalytics lança son activité de surveillance des écosystèmes marins. Son principal but 

est de surveiller les espèces invasives : organismes ayant un impact écologique ou économique 

sur un écosystème dont ils ne sont pas natifs. De plus en plus de méthodes sont mises au 

point pour prévenir leur invasion et pour identifier de manière précoce de potentiels invasifs, 

en se basant sur leurs caractéristiques biologiques et écologiques. Ces nouveaux outils 

seraient extrêmement utiles pour préserver les écosystèmes et leur biodiversité. 

A SeAnalytics, j’ai travaillé principalement sur la détection d’espèces invasives mais aussi sur 

l’impact de pressions anthropogéniques sur les espèces natives et sur le cycle de reproduction 

des poissons. L’ADNe peut être appliqué à de nombreuses études en utilisant la technique de 

dPCR mais son efficacité n’est pas la même en fonction des espèces étudiées et de la nature 

des échantillons. En effet, mes recherches ont montré qu’il n'est pas aussi facile de détecter 

les plantes que les poissons et que les sédiments ne donnent pas de résultats par rapport aux 

prélèvements d’eau. Le travail débute sur le terrain, avec des prélèvements d’eau depuis un 

bateau ou depuis la côte et leur filtration. L’ADN des échantillons est ensuite extrait grâce à 

un kit et quantifié grâce à un fluoromètre. L’étape suivante est la PCR digitale sur 

échantillons après avoir testé les primers et probes sur le tissu de l’espèce cible. Enfin, les 

résultats des dPCRs sont analysés et synthétisés en de brefs rapports. Il est apparu, dans 

certains projets, que l’ADNe est un outil très puissant et prometteur pour surveiller les 

écosystèmes aquatiques. 

 

  

eDNA – Environmental monitoring – Biodiversity assessment – dPCR – Applied research 

 

Recently, environmental DNA has emerged as a rapid and non-destructive method in biodiversity 

and environmental monitoring. eDNA is a mixture of DNA emerged from organisms present in the 

environment, either from living cells and multicellular organisms or resulting from cell death and 

subsequent destruction of cell structures. eDNA samples consist of molecules of different ages, 

body sizes and geographic zones. In 2013, SeAnalytics was launched using eDNA methods to 

monitor aquatic ecosystems. The company’s main purpose is to monitor aquatic invasive species: 

organisms that cause ecological or economic damage in an environment where they are not native. 

Nowadays, attention is paid to the development of tools able to prevent their invasion and to early 

identify potential invaders according to their biological and ecological characteristics. These tools 

would be extremely helpful to preserve native ecosystems and their biodiversity. 

Working at SeAnalytics, I worked mainly on the detection of invasive species but I also studied 

some impacts of anthropogenic pressures on native species and some fish reproduction cycles. Using 

the same technique of dPCR (digital PCR), eDNA can be applied to various applications to monitor 

an environment. However, its efficiency is not the same depending on the organism and on the 

sample. Indeed, my research proved that it is not as easy to detect plants as fish and it is not as 

easy to detect organisms in sediments as in water samples. My work began on the field with the 

collection of water samples from the shore or from the boat then their filtration as quickly as 

possible. It continued in the lab with DNA extraction using kits and DNA quantification using a 

fluorometer. The following step was dPCR on water samples after having check the assays on tissue 

samples (positive controls). Finally, I analysed dPCR results and wrote small reports for each 

project. eDNA appeared to be, in some projects, a very powerful and promising tool to monitor 

aquatic ecosystems. 

 

  

  

Lili 

CLUZEL--BURGALAT 
  

 

Mobilité 
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  SERVIER MONDE (Siège social) 
 

SURESNES ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Catherine REGNIER -   10/1/2021 → 12/7/2022  

 Impact du patient insight dans la stratégie commerciale d’un médicament :  

Le cas de Daflon 

 

 Impact of patient insight in the commercial strategy of a drug:  

The case of Daflon 

 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Patient Insight, Parcours de soin, Maladie Veineuse, Focus group, Gestion de la maladie, 

expérience du patient, relation médecin-patient 

 
Les spécialistes du marketing dans le secteur de la santé n'ont pas le choix : le suivi des mesures de 

performance est essentiel à la réussite. Les chiffres sont importants ! Ce qu’ils oublient parfois, c'est qu'il y a 

aussi des personnes derrière les indicateurs qui leur importent plus : les patients actuels et futurs. Le patient 

insight est la révélation d'une véritable lacune entre les aspirations des patients et ce qu'ils perçoivent comme 

disponible. Ce rapport met en lumière l’évolution de la prise en compte du patient dans la stratégie 

commerciale de Daflon, médicament indiqué dans la maladie veineuse chronique et la maladie hémorroïdaire, 

et l’impact que le patient insight a sur les campagnes marketing du médicament.  

Une étude de vie réelle, le Patient Pathway, a permis de mieux comprendre le parcours de soin du patient 

Daflon. Cette étude a mis en avant le manque de communication et de connaissance des pathologies chez les 

patients ce qui entraine une mauvaise prise en charge. Pour aller plus loin dans l’analyse du comportement et 

de la qualité de vie des patients, le Patient Journey a été développé pour la maladie veineuse chronique. Cette 

étude a permis de se rendre compte que les médecins sont très satisfaits de la manière dont ils gèrent la 

qualité de vie de leurs patients ce qui n’est pas réciproque. 

Afin de communiquer sur cette problématique et améliorer la qualité de vie des patients, l’équipe marketing 

de Daflon développe des outils de communicatoin pour les médecins basés sur les résultats du Patient Journey. 

Ce matériel est présenté lors de congrès internationaux pour faire réagir la communauté de médecins. Le 

laboratoire travaille donc en étroite collaboration avec les médecins et produit des nouveaux outils de 

communication à la suite de l’observation des problématiques des patients via des études. 

L’équipe marketing de Daflon souhaite améliorer l’écoute des patients et leur donner un espace de parole plus 

important. Intégrer de plus en plus de patient insight dans la stratégie de Daflon, permet de traiter plus de 

patients et mieux prendre en charge les patients déjà traités. Pour cela, des ateliers de co-construction avec 

les patients sont mis en place afin de discuter plus en détail de leurs problématiques et de les aider à proposer 

des solutions adaptées à leur besoin. Ces ateliers demandent une grande préparation en amont afin d’adapter 

les réunions au niveau de connaissance médicale des patients et de s’assurer que l’atelier permettra de 

développer des actions concrètes et réalisables.  

La patient insight est un vecteur de changement dans la stratégie commerciale des médicaments. Il impose 

aux entreprises d’adapter leur communication pour discuter et informer médecins mais aussi le patient. Il 

demande de se remettre en question et permet de redécouvrir la perception du produit. Le patient insight 

permet donc d’optimiser les campagnes marketing de Daflon en proposant des outils adaptés au patient, ce 

qui améliore la prise en charge de leur qualité de vie, grâce à des communications envers les médecins. Cette 

prise de conscience est à la fois bénéfique pour le laboratoire (augmentation des ventes) mais aussi, et surtout, 

pour les patients (meilleure prise en charge).  

  

Patient Insight, Patient Journey, Venous Disease, Focus group, Disease Management, Patient 

Experience, Physician-Patient Relationship 

 
Marketers in the healthcare industry have no choice: tracking performance metrics is critical to success. Figures are 

important! What they sometimes forget is that there are also people behind the figures that matter more to them: 

current and future patients. Patient insight is the revelation of a real gap between what patients want and what 

they perceive to be available. This report highlights the evolution of patient insight in the marketing strategy of 

Daflon, a drug indicated for chronic venous disease and hemorrhoidal disease, and the impact that patient insight 

has on the drug's marketing campaigns.  

A real-life study, the Patient Pathway, provided a better understanding of the Daflon patient journey. This study 

highlighted the lack of communication and knowledge of pathologies among patients, which leads to poor 

management. To further analyze patient behavior and quality of life, the Patient Journey was developed for chronic 

venous disease. This study revealed that doctors are very satisfied with the way they manage their patients' quality 

of life, but this is not reciprocal. 

In order to communicate on this issue and improve the quality of life of patients, the Daflon marketing team is 

developing communication tools for physicians based on the results of the Patient Journey. This material is presented 

at international congresses to get the physician community to react. The laboratory works closely with physicians 

and develops new communication tools based on the observation of patient issues through studies. 

Daflon's marketing team wants to improve the way patients are heard and give them a greater place to speak. 

Integrating more and more patient insight into Daflon's strategy will allow it to treat more patients and better 

manage those already being treated. To do this, co-construction workshops with patients are set up to discuss their 

problems in greater detail and to help them propose solutions adapted to their needs. These workshops require a 

great deal of preparation beforehand in order to adapt the meetings to the patients' level of medical knowledge 

and to ensure that the workshop will lead to the development of concrete and feasible actions.  

Patient insight is a driver of change in the marketing strategy of medicines. It requires companies to adapt their 

communication to discuss and inform doctors but also patients. It requires them to question themselves and to 

rediscover the perception of the product. Patient insight therefore allows Daflon's marketing campaigns to be 

optimized by proposing tools adapted to the patient, which improves their quality of life, thanks to communications 

to physicians. This awareness is both beneficial for the laboratory (increase in sales) but also, and above all, for the 

patients (better management). 

  

  

Fanny 

COUDER 
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  HTBS 
 

TOULOUSE ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Muriel CECCONELLO -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Transfert de six essais cellulaires caractérisant la spécificité et la cytotoxicité de glues 

moléculaires pour le criblage en cycles DMTA 

 Transfer of six cellular assays to characterize the specificity and the cytotoxicity of molecular 

glues for DMTA cycle screening 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Criblage, petite molécule, glue moléculaire, dégradation protéique, oncologie 

 

Le procédé de découverte de nouveaux médicaments est coûteux et présente un risque 

financier considérable. De nombreuses entreprises pharmaceutiques font alors appel à des 

sociétés de recherche contractuelle comme Evotec qui met à disposition des partenaires le 

personnel expérimenté et les équipements nécessaires. 

Dans ce contexte, une entreprise partenaire met en place avec Evotec un contrat visant à 

améliorer l’activité biologique de sa propre collection de glues moléculaires. Celui-ci comprend 

la réalisation de cycles DMTA (Design Make Test Analyze) hebdomadaires impliquant plusieurs 

départements. Les composés sont synthétisés par les chimistes Evotec selon les structures 

conçues par le partenaire. Ils sont conditionnés et stockés à la chimiothèque Evotec. Ces 

nouvelles molécules sont testées simultanément dans différents départements. Celles-ci 

doivent induire la dégradation d’une protéine cible ayant un intérêt dans l’oncologie tout en 

étant spécifiques et non-cytotoxiques.  

Le département de criblage haut débit teste la spécificité des molécules pour la protéine cible 

via cinq essais cellulaires de dégradation sur cinq protéines hors cibles. Un essai cellulaire 

supplémentaire est pris en charge afin de mesurer la cytotoxicité des composés.  

Dans un premier temps, une phase de transfert des essais d’environ trois mois est mise en 

place pour adapter à nos plateformes de criblage ces 6 essais développés par le partenaire. Il 

est nécessaire de vérifier que les données générées par le personnel et les équipements Evotec 

sont similaires à celles obtenues par le partenaire. Après validation de la phase de transfert, 

les cycles DMTA démarrent. Chaque semaine, les nouveaux composés sont testés puis les 

résultats analysés et transmis au client. Que les composés soient inactifs, non spécifiques, 

cytotoxiques ou non, les résultats obtenus permettent au client d’élaborer de nouvelles 

structures chimiques analogues. Au fil des cycles, des composés seront confirmés spécifiques 

de la dégradation de la protéine d’intérêt et non cytotoxiques, ce qui donnera l’opportunité à 

l’entreprise de poursuivre le procédé de découverte de nouveaux médicaments par des essais 

cliniques. 

  

Screening, small molecule, molecular glue, protein degradation, oncology 

 

The drug discovery process is expensive and risky financially. Nowadays, many pharmaceutical 

companies use Contract Research Organization services such as the ones Evotec offers, which 

provides the partners with experienced scientists and high-tech equipment.  

In this context, a partner signs a contract with Evotec to improve the biological properties of the 

molecular glue collection he designed. The contract asks for weekly DMTA (Design Make Test 

Analyze) cycles involving various departments in Evotec. Evotec’s chemists synthesize the 

compounds following the structures designed by the partner. Then, they are conditioned and 

stocked in Evotec’s compound management library. The newly available compounds are 

simultaneously tested in different departments. They must induce the degradation of an oncology 

related target protein in a specific and non-cytotoxic manner.  

The High Throughput Biology Screening (HTBS) department tests the molecules’ specificity via five 

cellular degradation assays on five off-target proteins. An additional cellular assay is performed to 

measure the compounds’ cytotoxicity.  

First, the assay transfer stage is carried out for three months to adapt the 6 assays already 

developed by the partner to our screening platform. It is important to show the client that 

experimental data generated by Evotec’s scientists and equipment are consistent with the data 

they internally generated. After validation of the transfer stage, DMTA cycles begin. Each week, 

new compounds are tested, results are analyzed, and data is sent back to the client. Whether 

compounds are inactive, nonspecific, cytotoxic, or not, results provide the client with indications to 

design new analog structures according to the results. Throughout many cycles, some compounds 

will be confirmed to be target specific and non-cytotoxic giving the client the opportunity to 

continue the drug development process with clinical trials. 
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  MOLECULAR PARTNERS AG 
 

8952 SCHLIEREN ● SUISSE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Simon FONTAINE -   4/1/2022 → 9/30/2022  

 Génération de protéines DARPin® fusionnées pour cibler de façon exclusive des cibles et/ou 

des cellules immunitaires 

 Fusion DARPin® proteins for the exclusive engagement of targets and/or immune cells 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

protéines DARPin®, alternative d’anticorps, ingénierie des protéines, caractérisation, mesure 

d’interaction, ELISA, HTRF 

 

Les DARPin® (Designed Ankyrin Repeat Proteins) sont les molécules thérapeutiques 

développées par Molecular Partners AG. Ces protéines d’environ 15 kDa offrent une 

alternative aux anticorps grâce notamment à leur grande spécificité avec leur cible. 

L’entreprise souhaite exploiter une structure fusionnant deux paratopes de DARPin® 

différentes sur une unique protéine DARPin® mono-domaine. Ce concept présente des 

avantages comme la réduction de la taille de la molécule thérapeutique et une liaison 

exclusive sur les cibles. Cette exclusivité de liaison évite à la protéine DARPin® fusionnée de 

lier deux cibles simultanément. 

En immuno-oncologie, de nombreuses molécules thérapeutiques ont pour but de détruire des 

tumeurs en activant spécifiquement des cellules immunitaires. Cependant, un recrutement 

simultané de deux cellules immunitaires proches peut induire leur destruction mutuelle. Les 

protéines DARPin® fusionnées peuvent prévenir ce phénomène en activant de façon exclusive 

l’une ou l’autre des cellules immunitaires. 

L'objectif de mon projet de fin d’étude était de générer des données expérimentales afin de 

consolider la propriété intellectuelle de l’entreprise concernant les DARPin® fusionnées. Dans 

un premier temps, les différentes protéines DARPin® ont été caractérisées individuellement 

afin d’évaluer l’impact des modifications structurelles sur les caractéristiques biophysiques 

et sur l’affinité de la liaison. Dans un second temps, des protéines fusionnées ont été 

produites, puis l’affinité et l’exclusivité de la liaison avec leurs cibles ont été mesurées. 

Pour cela, j’ai cloné les séquences codant pour les protéines DARPin® dans des vecteurs de 

clonage, produit les protéines en système bactérien E.coli avant de les purifier par 

chromatographie d’affinité (IMAC). Ensuite, je les ai caractérisées par chromatographie 

d’exclusion stérique (SEC). Enfin, la liaison de chaque fusion avec sa cible a été évaluée par 

ELISA ainsi que par fluorescence en temps résolu (HTRF). 

  

DARPin® proteins, antibody alternatives, protein engineering, characterization, binding assays, 

ELISA, HTRF 

 

DARPin® proteins (Designed Ankyrin Repeat Proteins) are therapeutic molecules developed by 

Molecular Partners AG. These proteins have a molecular weight around 15 kDa and are an 

alternative to antibodies, as they have high affinity and specificity to their target.  

Molecular Partners AG aims to use a new concept by fusing two different DARPin® paratopes into 

a single protein, called Fusion DARPin® construct. This allows for the reduction of the molecular 

weight of therapeutics and target binding exclusivity. The binding exclusivity of Fusion DARPin® 

constructs makes it possible to bind two separate targets, but only one at a time. 

For example, many immuno-oncology drugs aim to activate specific immune cells in order to kill 

tumor cells. However, the simultaneous activation of two immune cells in close proximity can induce 

their mutual killing. This phenomenon can be prevented by using Fusion DARPin® constructs, which 

exclusively activate either one or the other immune cells. 

My Master’s thesis was focused on generating experimental data to strengthen the intellectual 

property protection of Fusion DARPin® molecules. Firstly, multiple DARPin® molecules were 

investigated for their use in Fusion DARPin® constructs. For each individual DARPin® molecule, 

the effect of various modifications was assessed on biophysical characteristics and target binding. 

Then, Fusion DARPin® constructs were generated and their binding against both targets as well 

as their binding exclusivity were assessed. 

To achieve these goals, I cloned Fusion DARPin® constructs into different cloning vectors, produced 

the proteins in E.coli, and purified them by affinity chromatography (IMAC). Then, I characterized 

the purified proteins by Size Exclusion Chromatography (SEC). Finally, I assessed the binding 

affinity of each Fusion protein to its targets using binding assays such as ELISA and Homogeneous 

Time-Resolved Fluorescence (HTRF). 
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  INSTITUT DE RECHERCHES SERVIER 
 

CROISSY-SUR-SEINE ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Emmanuel NONY -   4/4/2022 → 9/30/2022  

 Conception d’anticorps bispécifiques par couplage chémo-enzymatique orienté.  Design of bispecific antibodies by directed chemo-enzymatic coupling 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Anticorps bispécifiques, caractérisation de bioconjugués, chimie click, couplage chémo-

enzymatique orienté, purification de bioconjugués 

 

Le domaine de la chimie et le recours aux petites molécules organiques ont longtemps dominé 

le panorama thérapeutique. Depuis quelques dizaines d’années, les anticorps monoclonaux, 

davantage spécifiques et provoquant moins d’effets secondaires ont été développés 

(muromonab-CD3, 1985) et ont même maintenant dépassé les petites molécules en termes de 

revenus. Les anticorps sont des protéines qui peuvent être ingéniérées pour modifier leurs 

structures et donc leurs fonctions. Parmi ces anticorps modifiés, on trouve les anticorps 

bispécifiques (bsAbs) capables de reconnaître non pas un mais deux antigènes différents. 

Cette double reconnaissance offre de nouvelles fonctionnalités, à l’instar du blinatumomab 

qui rapproche spatialement une cellule tumorale et un lymphocyte T pour favoriser leur 

interaction et la lyse de la cellule tumorale. La production de ces bsAbs par génie génétique 

est bien maîtrisée mais la mise au point d'un système innovant in-vitro, objectif de ce stage, 

basé sur une conjugaison chémo-enzymatique orientée de deux Fragments antigen binding 

(Fab) permet, en comparaison d'approches classiques, d’apporter une plus grande diversité en 

termes de valences et d'architectures moléculaires. Ce système permet, à partir d’un petit 

nombre de Fabs, d’obtenir une grande diversité de bsAbs grâce à la combinatoire. De plus, 

différents linkers testés, liant les deux fragments, permettent d’orienter les caractéristiques 

de la construction, comme son hydrophobicité ou sa valence. Cette diversité ainsi générée 

pourra être criblée et testée plus rapidement que si chaque construction avait été obtenue de 

manière classique. La première étape de mon stage, qui porte sur la conception in vitro de ces 

bsAbs, a consisté en l’expression et la purification des Fabs. Les deux Fabs purifiés ont été 

ensuite dérivatisés grâce à une enzyme de manière spécifique. Enfin, ils ont été liés de façon 

orientée grâce à un linker bifonctionnel pour obtenir un bsAb via des réactions de chimie click. 

  

Bispecific antibodies, bioconjugate characterization, click chemistry, directed chemoenzymatic 

coupling, bioconjugate purification 

 

The field of chemistry and the use of small organic molecules have long dominated the therapeutic 

panorama. In the last few decades, monoclonal antibodies, which are more specific and cause fewer 

side effects, have been developed (muromonab-CD3, 1985) and have surpassed small molecules in 

terms of revenue. Antibodies are proteins that can be engineered to change their structures and 

thus their functions. Among these modified antibodies are bispecific antibodies (bsAbs) capable of 

recognizing not one but two different antigens. This dual recognition offers new functionalities, 

such as blinatumomab, which brings a tumor cell and a T lymphocyte spatially closer together to 

promote their interaction and lysis of the tumor cell. The production of these bsAbs by genetic 

engineering is well mastered, but the development of an innovative in-vitro system, the objective 

of this internship, based on a chemo-enzymatic conjugation of two antigen binding fragments (Fab) 

allows, in comparison with classical approaches, to provide a greater diversity in terms of valences 

and molecular architectures. This system allows, from a small number of Fabs, to obtain a great 

diversity of bsAbs thanks to combinatorics. In addition, different linkers tested, linking the two 

fragments, make it possible to orientate the characteristics of the construction, such as its 

hydrophobicity or its valence. This diversity generated in this way can be screened and tested faster 

than if each construct had been obtained in the classical way. The first step of my internship, which 

concerns the in vitro design of these bsAbs, consisted of the expression and purification of the Fabs. 

The two purified Fabs were then derivatized with an enzyme in a specific manner. Finally, they 

were linked in an oriented manner using a bifunctional linker to obtain a bsAb via click chemistry 

reactions. 
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  Deep Branch Biotechnology Ltd (NL) 
 

6167RD GELEEN ● PAYS-BAS 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Ivo KRETZERS -   2/14/2022 → 8/14/2022  

 Optimisation d'une installation à l'échelle pilote conçue pour la fermentation gazeuse  Optimisation of pilot scale installation designed for gas fermentation 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Fermentation, Optimisation, Production, Echelle pilote, Automatisation, Inactivation 

thermique, barotolérance 

 

La demande mondiale de protéines devrait augmenter de 33 % d'ici à 2030 en raison des 

changements démographiques et comportementaux. Afin de répondre à cette demande accrue 

tout en minimisant les dommages environnementaux causés par la production de protéines, 

nous avons besoin de solutions technologiques. La fermentation microbienne est un moyen 

innovant de produire des protéines destinées à l'alimentation humaine ou animale. Les 

microorganismes eux-mêmes peuvent être des aliments protéinés et sont généralement 

désignés sous le nom de protéines unicellulaires. Ces dernières sont associées à des avantages 

environnementaux, notamment une empreinte carbone plus basse, une utilisation de l'eau et 

des terres moindres par rapport aux sources de protéines conventionnelles.  

Deep Branch est une entreprise visant à mettre ces protéines sur le marché, fondée en 2018, 

elle s'est associée à BioMar, un important producteur d'aliments pour l'aquaculture intéressé 

par le potentiel de ces protéines pour remplacer les sources de protéines conventionnelles plus 

dommageables pour l'environnement de leur alimentation (soja et farine de poisson). 

Cependant, pour effectuer des essais d'alimentation, qui nécessitent une biomasse beaucoup 

plus importante que celle qui peut être produite à l'échelle du laboratoire, Deep Branch a 

commencé à mettre en place une installation pilote capable d'effectuer ces essais 

d'alimentation. 

Ce stage s'est déroulé dans les installations de l'usine pilote à Limburg, ce qui a permis de 

réaliser une grande variétés de projets. Premièrement, afin d'assurer une croissance adéquate 

et la qualité du produit tout au long du cycle, des procédures d'analyse des échantillons ont 

été mises en place. Deuxièmement, les moyens d’automatisation des processus tout en les 

intégrant dans les installations ont été évalués. L'expansion des capacités de l'installation 

impliquera l'incorporation de l'inactivation thermique du downstream process ainsi que le 

traitement des effluents. Les données nécessaires à la conception des installations ont été 

acquises grâce à des expériences en laboratoire. Enfin, Deep Branch conçoit également les 

deux prochaines échelles de production. Leur conception est limitée par les limites 

physiologiques de la souche bactérienne de diverses manières. L'une des préoccupations était 

de déterminer la tolérance maximale de la souche à la pression, car cela pourrait restreindre 

considérablement la conception de réacteurs. 

  

Fermentation, Optimisation, Production, Pilot scale, Automation, Heat inactivation, Pressure 

tolerance 

 

The world’s demand for protein is expected to grow by 33% by 2030 because of demographic and 

behavioural changes. In order to meet the increased demand while minimising environmental 

damage caused by protein production, we need technological solutions. One innovative way of 

making protein for food or feed applications is via microbial gas fermentation. The microbes 

themselves can be proteinaceous food and are generally referred to as Single Cell Protein (SCP). 

SCP is associated with environmental benefits including lower carbon intensity, water, and land 

useage when compared to conventional protein sources.  

Deep Branch is a company aiming to bring SCP to market, founded in 2018 they have partnered 

with BioMar, a leading feed producer for aquaculture interested in the potential for SCP to displace 

the more environmentally damaging conventional protein sources of their food (soy and fishmeal). 

However, to perform feed trials, which require significantly more biomass than can feasibly be 

produced at laboratory scale, Deep Branch has commenced the deployment of a pilot facility capable 

of servicing these feed trials. 

This internship took place at the pilot plant facility in Limburg which allowed a diverse range of 

projects. Firstly, in order to ensure adequate growth and product quality throughout the run, 

sample analysis procedures were put in place. Secondly, ways to automate processes while 

integrating them in the installations were assessed. Expansion of the capabilities of the facility 

will involve the incorporation of downstream processing heat inactivation as well as effluent 

treatment. Data required for concept design was acquired via laboratory experiments. Finally, Deep 

Branch is also designing the next two scales of facility. Their design is limited by the physiological 

limits of the bacterial strain in various ways. One concern was to determine the maximum pressure 

tolerance of the strain since that could greatly constrain the range of possible reactor designs. 
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  HTL Biotechnologie 
 

JAVENÉ ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Guilain BOULBEN -   7/7/2021 → 9/28/2022  
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  LIGHT-CHAIN BIOSCIENCE - NOVIMMUNE SA 
 

PLAN LES OUATES ● SUISSE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Bruno DAUBEUF -   3/3/2022 → 8/31/2022  

 Développement d’un immunoessai de pharmacocinétique avec des anti-idiotypes basé sur la 

technologie MSD 

 Development of a pharmacokinetic immunoassay with anti-idiotypes using MSD technology 

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

développement, immunoessai MSD, couplage d’anticorps, culture cellulaire d’hybridomes, 

anticorps bispécifiques, essais cliniques 

 

Light Chain Bioscience est une entreprise pharmaceutique basée en Suisse (Genève) et 

spécialisée dans la découverte et les premières étapes de développement d’anticorps 

multispécifiques, principalement destinés au traitement de cancers. L’entreprise a en 

particulier développé une nouvelle et unique classe d’anticorps bispécifiques humains, appelés 

κλ bodies®, qui possèdent des chaînes légères différentes mais des chaînes lourdes 

identiques. Lors des essais cliniques, le profil pharmacocinétique (PK) de ces κλ bodies® doit 

être analysé pour obtenir des informations cruciales sur leur élimination par le corps humain. 

Pour cela, des immunoessais permettant de mesurer spécifiquement l’anticorps bispécifique 

d’intérêt parmi la variété d’anticorps humains dans le sang doivent être développés. Cette 

spécificité peut être atteinte grâce à l’utilisation d’anti-idiotypes, qui ciblent la région Fab 

des anticorps.  

L’objectif de mon stage était de développer un immunoessai de pharmacocinétique basé sur 

le principe de l’ELISA utilisant une nouvelle technologie Meso-Scale Discovery (MSD) pour 

déterminer plus spécifiquement la concentration et la cinétique d’un κλ body® dans le sérum 

des patients lors des futures études cliniques. Pour développer l’essai de PK, des anti-

idiotypes spécifiques des deux bras du κλ body® ont été produits à partir d’hybridomes 

préalablement générés, avant d’être criblés pour identifier la meilleure combinaison 

d’anticorps de capture et de détection. Cela a permis de développer un essai de PK avec une 

gamme de détection acceptable. Après optimisation de plusieurs paramètres, il a été 

démontré que l’essai de PK final permettait de mesurer avec précision la concentration en 

anticorps bispécifique présent dans le sérum humain. De plus, la sélectivité, la linéarité des 

dilutions, le parallélisme ainsi que la robustesse ont été évalués sans problème particulier. 

 

  

development, MSD immunoassay, antibody labelling, hybridoma cell culture, bispecific antibodies, 

clinical trials 

 

Light Chain Bioscience is a biopharmaceutical company based in Switzerland (Geneva) and 

specialized in the discovery and early-stage development of multispecific antibodies, mainly for the 

treatment of cancer. The company particularly developed a novel and unique class of human 

bispecific antibodies, called κλ bodies®, which have two different light chains but identical heavy 

chains. During clinical trials, the pharmacokinetic (PK) profiles of these κλ bodies® need to be 

analyzed to obtain crucial information on their elimination in humans. For that, immunoassays 

allowing to specifically measure the bispecific antibody among the variety of human antibodies in 

the blood must be developed. This specificity can be achieved by using anti-idiotypic antibodies 

which target the Fab regions of antibodies. 

The goal of my internship was to develop a PK immunoassay based on ELISA principle using a new 

technology Meso-Scale Discovery (MSD) to more specifically determine the concentration and 

kinetics of a κλ body® in the patient’s serum and therefore support future clinical studies of the 

κλ body®. To develop the PK assay, anti-idiotypes against the two different arms of the κλ body® 

were produced from previously generated hybridomas and were screened to identify the best 

combination of coating and detection anti-idiotypes. The best pair was identified for coating and 

detection, which resulted in a robust PK assay with acceptable detection range.  After optimization 

of several assay parameters, the final PK assay was demonstrated to measure the bispecific 

antibody concentration accurately. In addition, selectivity, dilutional linearity, parallelism and 

robustness were assessed without any unexpected issue. 
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  EXOTHERA 
 

6040 JUMET ● BELGIQUE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Thomas BOUCKENOOGHE -   3/7/2022 → 8/26/2022  

 Montée en échelle d'un procéde ́ de production d'AAV par transfection transitoire sur cellules 

HEK293 en bioréacteurs en suspension 

 Scale-up of an AAV production process by transient transfection on HEK293 cells in suspension 

bioreactors 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Thérapie génique ; CDMO ; culture cellulaire ; suspension ; caractérisation ; scale-up ; AAV ; 

Transfection 

 

Exothera est une CDMO (Contract Development Manufacturing Organization) spécialisée dans 

le domaine de la thérapie génique. L’objectif de ce stage était de participer au transfert et à 

la montée en échelle (d’échelle pilote à échelle industrielle) d’un procédé de production d’AAV 

(Adeno Associated Virus) par transfection transitoire de cellules HEK293 en suspension. Ce 

procédé étant un procédé client, il a été désigné et réalisé dans un autre type de bioréacteur 

en suspension que celui possédé par Exothera. Une étape préliminaire à ce projet consistait 

donc à caractériser l’ensemble des bioréacteurs en suspension à usage unique de la famille 

BioBLU (manufacturés par Eppendorf). La caractérisation désigne l’évaluation des paramètres 

physico-chimiques liés à l'utilisation du bioréacteur (notamment en termes de transfert 

d’oxygène et de capacités de mélange). Cette caractérisation permet de s’assurer par exemple 

de l’efficacité de mélange ou encore du maintien des capacités d’oxygénation du milieu de 

culture durant la montée en échelle du procédé. De plus, le procédé client ayant été désigné 

pour un autre bioréacteur en suspension, il a fallu adapter ce procédé aux bioréacteurs 

d’Exothera. Cette étape de transfert avait pour but d’assurer une productivité virale similaire 

à celle du client. Enfin, des expériences à échelle laboratoire ont été effectuées afin d’évaluer 

l’impact de paramètres de transfection qui s’éloigneront du procédé initial, du fait de 

l’augmentation des volumes impliqués à échelle industrielle (temps d’incubations, méthodes 

de transfert du mix de transfection vers le bioréacteur). Dans un dernier temps, j’ai pu 

participer aux prémices de la montée en échelle de ce procédé : pour garantir le maintien des 

performances à plus grande échelle, des choix doivent être faits pour garder certains 

paramètres constants, généralement le débit d’aération ou encore la vitesse d’agitation. 

  

Gene therapy ; CDMO ; Cell culture ; suspension ; Characterization ; scale-up ; AAV ; Transfection 

 

Exothera is a CDMO (Contract Development Manufacturing Organization) specialized in the field of 

gene therapy. The objective of this internship was to participate in the transfer and scaling up 

(from pilot to industrial scale) of an Adeno Associated Virus production process by transient 

transfection of HEK293 cells in suspension. This process being a client process, it was designed and 

carried out in another type of suspension bioreactor than the one owned by Exothera. A preliminary 

step in this project was therefore to characterize the set of single-use suspension bioreactors of 

the BioBLU family (manufactured by Eppendorf). Characterization refers to the evaluation of the 

physico-chemical parameters related to the use of the bioreactor (especially in terms of oxygen 

transfer and mixing capacities). This characterization enable to ensure for instance the mixing 

efficiency or the maintenance of oxygenation capacities during process scale-up. In addition, since 

the client process was designed for another suspension bioreactor, it was necessary to adapt it to 

Exothera's bioreactors. The purpose of this transfer step was to ensure a similar viral productivity 

as the client. Furthermore, laboratory scale experiments have been performed to evaluate the 

impact of transfection parameters that will move away from the initial process, due to the increase 

of the volumes involved at industrial scales (incubation times, methods of transferring the 

transfection mix to the bioreactor). Finally, the first scaling up steps of this process were discussed: 

to guarantee the maintenance of the performances at a larger scale, choices had to be made to 

keep certain parameters constant, generally the aeration rate or the agitation speed. 
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  EXOTHERA 
 

6041 GOSSELIES ● BELGIQUE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Andy RENIERS -   3/7/2022 → 8/31/2022  

 Adaptation d’une lignée adhérente de cellules HEK293 à la culture serum-free en suspension  Adaptation of an adherent HEK293 cell line to serum-free suspension culture 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

culture cellulaire, adhérence, suspension, HEK293, Upstream Development, petite échelle 

 

Exothera est l’une des quatre filiales du groupe pharmaceutique Univercells dont l’objectif 

est de faciliter l’accès aux médicaments dans le monde, et ce à des couts réduits. Exothera est 

une CDMO spécialisée dans les thérapies génique et cellulaire pour proposer des thérapies 

basées sur les vecteurs viraux. 

J’ai effectué mon stage au sein de l’équipe Upstream Development en R&D et plus 

particulièrement sur la plateforme ExoREADY™. L’objectif de cette plateforme est d’offrir 

aux clients une solution clef-en-main de production de vecteurs viraux (notamment les 

adenovirus associés) par transfection de cellules mammaliennes. La culture cellulaire peut se 

faire en adhérence ou en suspension ; et dans le cadre de cette plateforme, les deux doivent 

être envisageables et optimisés. 

La lignée cellulaire utilisée pour faire de la production d’AAV sur la plateforme ExoREADY™ 

sont les HEK293, qui sont des cellules adhérentes. Mon objectif était d’adapter cette lignée à 

la culture en suspension et en serum-free. Pour cela différentes stratégies d’adaptation ont 

été mises en place comme la réduction progressive de la quantité de FBS dans le milieu de 

culture quand les cellules sont en adhérence ou encore le passage direct en suspension avec 

et sans FBS. Différents milieux de culture sont également testés dans le but d’identifier le ou 

lesquels sont les plus performants pour les étapes de croissance, de transfection et de 

production.    

 

  

cell culture, adherence, suspension, HEK293, Upstream Development, small scale 

 

Exothera is one of the four subsidiaries of the Univercells pharmaceutical group, whose objective 

is to facilitate access to drugs worldwide at reduced costs. Exothera is a CDMO specialized in gene 

and cell therapies to provide therapies based on viral vectors. 

I did my internship in the Upstream Development team in R&D and more specifically on the 

ExoREADY™ platform. The objective of this platform is to offer customers a ready-to-use solution 

for the production of viral vectors (in particular adeno-associated viruses) by the transfection of 

mammalian cells. Cell culture can be done in adherence or suspension ; and in the context of this 

platform, both should be feasible and optimized. 

The cell line used for AAV production on the ExoREADY™ platform is HEK293, which are adherent 

cells. My objective was to adapt this cell line to suspension serum-free culture. For this purpose, 

different adaptation strategies were implemented such as the progressive reduction of the amount 

of FBS in the culture medium when the cells are adherent or the direct passage in suspension with 

and without FBS. Different culture media are also tested in order to identify which one(s) are the 

most efficient for the growth, transfection and production steps. 
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  NOVAPTECH 
 

PESSAC ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Jean-Jacques TOULMÉ, Petra -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Design d’aptacapteurs optiques pour la détection de fongicides par fluorescence ou 

colorimétrie 

 Engineering optical aptasensors for the fluorimetric and colorimetric detection of fungicides 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Aptamères – Fongicides - Fluorescence - Colorimétrie – Biocapteur – Détection - ADN 

 

De nos jours, les fongicides sont couramment utilisés en agriculture pour lutter contre diverses 

maladies des plantes. L'utilisation de ces fongicides est tolérée au niveau international à de 

faibles concentrations. Cependant, il a été démontré que ces substances sont cancérigènes et 

sont des perturbateurs endocriniens à des doses élevées. Par conséquent, le développement 

de dispositifs capables de détecter et de quantifier rapidement et sélectivement les fongicides 

dans les aliments et dans l'environnement est nécessaire. Les aptacapteurs, des biocapteurs 

utilisant des aptamères comme élément de détection, sont des alternatives innovantes aux 

immunocapteurs. Les aptamères sont des ligands oligonucléotidiques de forte affinité et de 

haute spécificité pour tout type de cible (protéine, cellule, virus, petite molécule organique). 

Ils constituent des alternatives validées aux anticorps pour leurs différentes applications, 

notamment diagnostic, thérapeutique et analytique.  

Dans ce but, mon projet de PFE a été d’optimiser des aptamères déjà sélectionnés contre 

divers fongicides et de caractériser leurs interactions avec leur cible par différentes techniques 

spectroscopiques. L’optimisation des aptamères ainsi que la caractérisation de l’interaction 

aptamère-fongicide a débuté par des essais basés sur la fluorescence en utilisant des 

techniques telles que le déplacement de colorant ou la balise moléculaire. Ces techniques ont 

permis de calculer des paramètres physico-chimiques tels que des constantes d’affinité 

apparentes ou des limites de détection des systèmes étudiés. Des essais préliminaires de 

détection colorimétrique des fongicides par aptamères greffés sur des nanoparticules d’or ont 

été réalisés. L’objectif de ce projet a été de réaliser une preuve de concept du développement 

d’un aptacapteur contre les petites molécules telles que des fongicides en se basant sur une 

détection par fluorimétrie ou par colorimétrie pouvant être mise en œuvre sur le terrain. 

  

Aptamer – Fungicides – Fluorescence – Colorimetry – Biosensor – Detection – DNA 

 

Nowadays, fungicides are commonly used in agriculture to control various plant diseases. The use 

of these fungicides is internationally tolerated at low concentrations. However, these substances 

are known to be carcinogenic and endocrine-disrupting at high doses. Therefore, the development 

of devices capable of rapidly and selectively detecting and quantifying fungicides in food and the 

environment is necessary. Aptasensors, biosensors using aptamers as sensing elements, are 

described as innovative alternatives to immunosensors. Aptamers are oligonucleotide ligands with 

high affinity and specificity for different targets (protein, cell, virus, small organic molecule). They 

are validated alternatives to antibodies in many biological applications i.e. diagnostic, therapeutic 

and analytic. 

To this end, the objective of my project was to optimize previously selected aptamers against 

various fungicides and characterize their interaction with their ligand using different spectroscopic 

techniques. The optimization of the aptamers and the aptamer-fungicide interaction 

characterization was performed by fluorescence-based assays, namely dye displacement and 

molecular beacon. These techniques allowed the calculation of physico-chemical parameters such as 

apparent affinity constants or detection limits of the studied systems. Preliminary tests of 

colorimetric detection of fungicides by aptamers grafted on gold nanoparticles have been 

performed. The objective of this project was to realize a proof of concept of the development of an 

aptasensor against small molecules such as fungicides based on a detection by fluorimetry or by 

colorimetry that can be implemented in the field. 
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  ABL EUROPE SAS 
 

ILLKIRCH GRAFFENSTADEN ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Marine DETOUILLON -   3/21/2022 → 9/20/2022  

 Développement et montée en échelle d’une production de VLPs  Development and scale up of a VLP production 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

CDMO, VLP, USP, DSP, BPF, Gestion projet, Cellules adhérentes, Clarification, TFF, 

Chromatographie, Communication 

 

Mon stage s’est effectué à ABL Europe, une CDMO spécialisée dans le développement et la 

production de vecteurs viraux. 

L’objectif de mon projet est d’effectuer le développement du procédé de production (USP et 

DSP) d’une VLP (Virus Like Particle) en vue d’effectuer la production de lots cliniques BPF à 

l’échelle industrielle pour un client.  

Ainsi, mon projet comprend la préparation des essais de développement, et l’analyse des 

résultats obtenus. Par exemple, en USP, il s’agit par exemple de déterminer les densités 

d’ensemencement les plus optimales afin d’arriver au volume souhaité le plus vite possible. 

De même, en DSP il faut caractériser les paramètres permettant de purifier au mieux les VLPs 

lors des étapes de clarification, de TFF et de chromatographie.  

Cela nécessite aussi de communiquer avec de nombreux interlocuteurs. En effet, il est 

nécessaire de communiquer les résultats au client, mais aussi de répondre à ses attentes et 

demandes. Il faut aussi communiquer avec de nombreux pôles de l’entreprise, tel que le 

contrôle qualité par exemple, qui effectue les analyses permettant de caractériser le procédé. 

Des échanges s’effectuent aussi avec les fournisseurs, pour s’informer des matériels 

disponibles, de leurs prix et des délais de livraisons. De même, la communication et la 

coordination avec les techniciens est essentielle pour préparer et effectuer au mieux les essais 

de développement.  

Enfin, la production à l’échelle finale devant s’effectuer selon les normes BPF, il faut aussi 

s’assurer de pouvoir respecter les contraintes liées à ces normes. 

 

  

CDMO, VLP, USP, DSP, GMP, Project management, Adherent cells, Clarification, TFF, 

Chromatography, Communication 

 

My internship took place at ABL Europe, a CDMO specialized in viral vectors production. 

The goal of my project is to perform the development of the process (USP and DSP) for production 

of a VLP (Virus Like Particle) in order to carry out the GMP clinical batches on an industrial scale 

for a customer. 

My project includes the preparation of development trials, and the analysis of the results obtained. 

For instance, in USP, it is necessary to determine the most optimal seeding densities in order to 

reach the desired volume as quickly as possible. For the DSP, it is necessary to characterize the 

parameters allowing the best purification of the VLPs during the clarification, TFF and 

chromatography steps. 

This also require to communicate with many interlocutors. Indeed, it is necessary to share the 

results with the customer, and also to answer his expectations and requests. It is also necessary to 

communicate with many parts of the company, such as quality control for example, which perform 

analyses to characterize the process. Suppliers are also contacted, to make enquiries about 

available materials, their prices and delivery times. Also, communication and coordination with the 

technicians is essential to prepare and execute development tests.  

Finally, as the final scale-up process must be carried out according to GMP standards, it is also 

necessary to ensure that the constraints linked to these standards are respected. 
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  GENZYME POLYCLONALS SAS 
 

LYON ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Fanny CATHALA -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Chargé de Mission Support Bioproduction Industrielle   

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

Sanofi Genzyme - Downstream process - Thymoglobuline - Matière première et consommables 

- Essais laboratoires - Précipitations 

 

J’ai réalisé mon année d'alternance au sein de Sanofi Genzyme Lyon. Le site de Lyon Gerland 

produit la Thymoglobuline, un anticorps de lapin anti-thymocytes humain 

(immunosuppresseur) utilisé pour les greffes d’organe solide et en hématologie. 

Ce médicament est produit à partir de sérum de lapins immunisés qui est ensuite purifié sur 

notre site de production. 

Dans cette entreprise, j’ai travaillé dans le service MSAT-DS-Downstream-Manufacturing 

Science (MTS) qui est un service de support technologique à la production. 

J’ai eu la chance d’y réaliser des études permettant de vérifier la performance et/ou la qualité 

de matières premières et consommables. 

Mon rôle comprenait la supervision, le design, la planification et la réalisation d’essais au 

laboratoire (labscale ou pilote). 

L'étude présentée dans ce rapport se base sur une notification fournisseur indiquant un 

changement du site de fabrication d’une matière première. Ma mission consistait à mettre 

des actions en place permettant de vérifier que cette nouvelle matière respectait toujours les 

normes qualité des pharmacopées et de Sanofi nécessaire à son utilisation dans notre procédé. 

Dans un second temps, ma deuxième mission était de vérifier que cette matière offrait au 

moins les mêmes performances industrielles que l’ancienne et nous permettait d’obtenir des 

rendements et une qualité convenable. 

Pour cela, j’ai dû designer des essais au laboratoire permettant d’extrapoler la partie du 

procédé concerné par cette matière, à échelle réduite. Une étude comparative a été réalisée 

avec 4 essais en parallèle avec, l’ancienne matière constituant notre référence, et trois lots 

différents de la nouvelle référence. 

La conclusion de ce projet indique que cette matière convient analytiquement et en termes de 

performance sur le procédé de fabrication. 

Cependant, l’aspect de la matière pose des problèmes pour une utilisation sur le procédé. La 

poudre est très fine et présente un caractère pulvérulent avec une tendance à agréger rendant 

presque impossible son utilisation. De plus, des problèmes qualité ont été relevés : des 

échanges avec le fournisseur sont en cours. 

  

 

I did my apprenticeship at Sanofi Genzyme Lyon. The Lyon Gerland site produces Thymoglobulin, a 

rabbit anti-human thymocyte antibody (immunosuppressant) used for solid organ transplants and 

in hematology. 

This drug is produced from serum of immunized rabbits which purified in our production site. 

In this company, I worked in the MSAT-DS-Downstream-Manufacturing Science (MTS) department 

which is a technological support department for production. 

I had the opportunity to conduct studies to verify the performance and/or quality of raw materials 

and consumables. 

My role included the supervision, design, planning and execution of laboratory trials (labscale or 

pilot scale). 

The study presented in this report is based on a supplier notification indicating a change in the 

manufacturing site of a raw material. My mission consisted in setting up actions to verify that this 

new material still respects the quality standards of the pharmacopoeias and of Sanofi necessary 

for its use on our process. My second mission was to check that this material offered at least the 

same industrial performances as the old one and allows us to obtain and suitable yields and quality. 

So, I had to design laboratory tests allowing to extrapolate the part of the process concerned by 

this material, on a reduced scale. A comparative study was carried out with 4 trials in parallel. The 

old material, constituting our reference, and three different batches of the new reference. 

The conclusion of this project indicates that this material is suitable analytically and in terms of 

performance on the manufacturing process. 

However, the appearance of the material poses problems for use in the process. The powder is very 

fine and has a powdery character with a tendency to aggregate making it almost impossible to use. 

In addition, quality problems have been noted: exchanges with the supplier are in progress. 
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  CETEMARES 
 

2520-630 PENICHE ● PORTUGAL 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Susete PINTEUS -   3/7/2022 → 9/7/2022  

 Évaluation du potentiel antisalissure d’extraits d’algues – du laboratoire au terrain  Screening of the antifouling potential of seaweed extracts – from lab to field 

 

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

 

Le potentiel biotechnologique des algues marines face aux défis environnementaux mondiaux  

Les salissures biologiques sont l’un des principaux problèmes économiques touchant 

l’industrie maritime. La nécessité de contrer ce phénomène requiert l’application 

d’antisalissures sur toutes les structures submergées et sont hautement toxiques pour les 

organismes marins et persistants dans l’environnement. Par conséquent, il est important de 

développer des produits plus écologiques. Plocamium cartilagineum, Sargassum muticum et 

Asparagopsis armata sont des algues très abondantes au Portugal et sur d’autres littoraux 

dans le monde. On sait que P. cartilagineum produit des composés halogénés bioactifs, mais 

on en connaît peu sur son potentiel antisalissure. S. muticum et A. armata sont deux algues 

très envahissantes, et les études suggèrent qu’elles produisent des composés antisalissures, 

cependant, il n’y a aucune étude concernant leurs polysaccharides. En ciblant les espèces 

envahissantes, une double opportunité est créée : une source durable de nouveaux composés 

ayant une pertinence biotechnologique et l’atténuation de leurs impacts négatifs, grâce à leur 

collecte dans l’environnement. Dans ce projet, P. cartilagineum, A. armata et S. muticum ont 

été soumis à différentes méthodes d’extraction. P. cartilagineum a été lyophilisé puis a subi 

une extraction chimique avec du méthanol:dichlorométhane (1:1). Cela suivie d’un 

fractionnement par chromatographie en phase liquide sous vide avec des solvants de polarité 

croissante aboutissant à 5 échantillons différents : (DM), (ED), (EA), (AQ), (AE) et utilisé dans 

les expériences. A. armata et S. muticum ont été soumis à une extraction hydroéthanolique 

pour l’extraction de polyssacharides. Tous les échantillons ont été testés pour leur capacité à 

inhiber la formation de biofilm et la croissance planctonique de différentes bactéries et 

microalgues. Le pouvoir inhibiteur de l’adhérence d’invertébrés marins a été évalué in vitro 

en testant l’activité anti-enzymatique de l’acétylcholinestérase et de la tyrosinase, et in vivo 

avec des polypes méduses. 

  

 

The biotechnological potential of marine seaweeds in global environmental challenges. 

Biofouling continues to be one of the main economic issues affecting maritime industries. The need 

to prevent this biological phenomenon obliges the use of antifouling coatings in all submerged 

structures, which are highly toxic for marine organisms and persistent in the environment. Marine 

organisms have shown to produce a wide variety of bioactive compounds, including antifouling 

properties. Plocamium cartilagineum, Sargassum muticum and Asparagopsis armata are seaweeds 

widely abundant in Portugal and other coast lines all over the world. P. cartilagineum is known to 

produce bioactive halogenated compounds, however few is known concerning their antifouling 

potential. S. muticum and A. armata are two highly invasive seaweeds, and studies suggest that 

they produce antifouling compounds, however, there are no studies with these seaweeds 

polysaccharides. By targeting invasive species, a double opportunity is created: a sustainable source 

of new compounds with biotechnological relevance and mitigation of their negative impacts, 

through their collection in the environment. In this project, P. cartilagineum, A. armata and S. 

muticum were subjected to different extraction approaches. The freeze-dried P. cartilagineum 

undergone a chemical extraction with methanol:dichloromethane (1:1) followed by a fractionation 

by vacuum liquid chromatography with increasing polarity solvents being obtained 5 diffrent 

samples: (DM), (ED), (EA), (AQ), (AE) and used in the experiments. A. armata and S. muticum were 

subjected to a hydroethanolic extraction for polyssacharides extraction. All the samples were 

tested for their capacity to inhibit the biofilm formation and planktonic growth of different 

bacteria and microalgae. The potential to inhibit the settlement of marine invertebrates was 

evaluated in vitro by testing acetylcholinesterase and tyrosinase anti-enzymatic activity, and in 

vivo with medusa polyps as models. Finally, the samples were tested in sea trials as antifouling 

paints. 
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  IMMUSMOL 
 

BORDEAUX ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Alban BESSEDE -   10/4/2021 → 12/7/2022  

 Développement d’un immuno-essai pour le dosage multiplex de biomarqueurs prédictifs de 

la réponse aux immunothérapies en oncologie 

  

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Immuno-oncologie, biomarqueurs, immuno-essai basé sur les billes, immuno-PCR, anticorps, 

cytométrie en flux, multiplexage 

 

Les nouvelles approches d’immunothérapie ont démontré un bénéfice sans précédent pour les 

patients atteints de cancer mais fonctionnent seulement pour une fraction de patients et il 

est crucial d’identifier des biomarqueurs capables de prédire la réponse avant l’initiation du 

traitement. Les biomarqueurs actuels, ie. expression de PDL1 ou charge mutationnelle 

tumorale sont imparfaits et il est nécessaire d’en identifier de nouveaux et de développer les 

méthodes d’évaluation correspondantes. Les travaux de recherche menés par ImmuSmol ont 

permis d’identifier l’importance du catabolisme d’un acide aminé dans la réponse aux 

immunothérapies. Ainsi, l’objectif de ce projet a été de développer une méthode permettant 

la quantification simultanée de plusieurs molécules de cette voie métabolique. Les immuno-

essais sont utilisés pour le dosage de biomarqueurs mais en raison de leur mode de lecture, 

il n’est pas possible d’avoir un dosage multiplexe. Afin de proposer un essai à la fois 

multiplexe et transposable en clinique, deux approches expérimentales ont été abordées, 

l’immuno-PCR qui combine la spécificité de l’ELISA avec la sensibilité de la PCR et un immuno-

essai basé sur les billes et une lecture en cytométrie de flux. Les travaux menés en immuno-

PCR n’ont pas permis d’obtenir des résultats corrélés avec les données obtenues en 

spectrométrie de masse – nos travaux se sont alors orientés vers l’utilisation de billes. Cette 

technique nous a permis d’obtenir une méthode de dosage validée pour deux analytes en 

simplexe. Des nouveaux essais sont en cours pour l’intégration d’un troisième analyte et pour 

l’évaluation en multiplexe. Située à l’Institut Bergonié à Bordeaux, ImmuSmol dispose d’un 

savoir-faire unique dans le développement d’anticorps et d’immuno-essais permettant la 

quantification de petites molécules. Aussi, à travers sa marque Explicyte, l’entreprise propose 

des services pré-cliniques pour le développement de nouveaux médicaments en immuno-

oncologie. 

  

 

New immunotherapy approaches have demonstrated unprecedented benefit for cancer patients but 

work only for a fraction of patients and it is crucial to identify biomarkers that can predict response 

prior to treatment initiation. Current biomarkers, i.e. PDL1 expression or tumor mutational 

burden, are imperfect and there is a need to identify new ones and develop corresponding analytical 

methodologies. Research conducted by ImmuSmol allowed the identification of the importance of 

a specific amino acid catabolism in response to immunotherapies. Thus, the objective of this project 

was to develop a method for the simultaneous quantification of several molecules of this metabolic 

pathway. Immunoassays are used for the determination of biomarkers but do not allow a 

multiplexed determination. In order to propose an assay that is both multiplexed and transposable 

to the clinic, two experimental approaches were evaluated: immuno-PCR, which combines the 

specificity of ELISA with the sensitivity of PCR, and a bead-based immuno-assay combined to a flow 

cytometry reading. The work carried out in immuno-PCR did not allow to obtain results correlated 

with data obtained with mass spectrometry - our work was then directed towards the use of beads. 

This technique allowed us to obtain a validated assay method for two analytes in simplex. New 

testings are ongoing for the integration of a third analyte and for multiplex evaluation. Located at 

the Institut Bergonié in Bordeaux, ImmuSmol has a unique know-how in the development of 

antibodies and immunoassays for the quantification of small molecules. Also, through its Explicyte 

brand, the company provides pre-clinical services for the development of new drugs in immuno-

oncology. 
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  MIMABS 
 

MARSEILLE ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Frédérique LEMBO -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Développement d’un système d’expression stable pour la bioproduction d’anticorps  Development of stable expression system for antibody bioproduction 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

clonage, génération de pools de cellules stables, bioproduction d’anticorps, développement de 

procédé, scale-up 

 

Lors du développement d’un anticorps thérapeutique candidat, les premières études de 

pharmacologie in vitro et in vivo, permettant de réaliser la preuve de concept, nécessitent 

souvent des quantités importantes d’anticorps. Ce critère étant peu compatible avec les 

systèmes classiques d’expression transitoire, l’utilisation d’un système d’expression génique 

stable devient alors indispensable car il permet d’obtenir des productivités en anticorps 

élevées. Les procédés « traditionnels » d’établissement d’un clone stable sont des processus 

souvent longs et donc difficilement conciliables avec les exigences clients à ce stade de leur 

projet. Pour cette raison, MImAbs, société développant des anticorps monoclonaux (mAbs) 

recombinants pour le compte de clients, désire se doter d’une nouvelle plateforme CHO 

d’expression stable plus performante. Elle doit donc évaluer une stratégie alternative 

permettant de réduire ces délais en générant non pas des clones stables mais des minipools 

(MP). 

Mon projet consistait donc à mettre en place et évaluer ce nouveau système d’expression 

stable. Pour ce faire, quatorze mAbs modèles (déjà produits en système transitoire) ont été 

sélectionnés pour la génération de ces MP puis leur production selon un procédé Fed-batch. 

Les productivités finales obtenues pour ces mAbs, produits en MP,  varient entre 100mg/L et 

plus d’1g/L. En parallèle, certaines étapes du procédé ont pu être développées et optimisées. 

À l’issu de ce développement, une stratégie de clonage (génération des vecteurs d’expression) 

efficace a été mise en place et les conditions opératoires optimales pour la génération de MP 

stables ont été déterminées. Enfin, la reproductibilité du procédé ainsi que son adaptabilité 

à la montée en échelle ont été étudiées. Cependant, des recherches approfondies sont encore 

nécessaires notamment pour palier à l’instabilité des MP dans le temps et pour améliorer le 

scale-up du procédé. 

  

cloning, generation of stable cell pools, antibody bioproduction, process development, scale-up 

 

During the development of a therapeutic antibody candidate, preliminary in vitro and in vivo 

pharmacology assays, necessary to validate proof of concept, often require large quantities of 

antibody. Since this criterion is poorly compatible with classical transient expression systems, the 

use of a stable gene expression system then becomes essential as it permits to obtain high antibody 

productivities. “Usual” processes for stable clone establishment are often long and therefore 

hardly compatible with customer requirements at this stage of their project. For this reason, 

MImAbs, a company developing recombinant monoclonal antibodies (mAbs) on behalf of clients, 

needs to acquire a new, more efficient stable CHO platform. It must then evaluate an alternative 

strategy to reduce timelines by generating minipools (MP) rather than clones. 

My project was aiming to implement and evaluate this new stable expression system. To do so, 

fourteen model mAbs (already produced in transient system) were selected for MP generation and 

then for their production according to a fed-batch process. Final expression levels achieved for these 

mAbs, produced in MP, are ranging from 100mg/L to more than 1g/L. Simultaneously, some steps 

of the process have been developed and optimized. At the end of this development, an effective 

cloning strategy (expression vectors generation) has been set up and optimal operating conditions 

for the generation of stable MP have been determined. Finally, process reproducibility and 

scalability were studied. However, further research will have to be carried out, especially to 

overcome MP instability and to improve process scale-up. 
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  NEOPLANTS SAS 
 

GIF-SUR-YVETTE ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Alex MERCIER -   3/7/2022 → 9/4/2022  

 Utiliser le microbiome végétal pour augmenter les capacités dépolluantes des plantes  Using the plant microbiome to increase the depolluting capacities of plants 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

environnement, microbiologie, biologie synthétique, construction génétique, métabolisation, 

interaction 

 

L’européen moderne passe plus de 80% de son temps dans un espace clos, que ce soit chez lui 

ou sur son lieu de travail. Bien que les normes du bâtiment en termes de qualité de l’air aient 

évolué ces dernières décennies, l'air intérieur de la majorité des bâtiments reste encore de 2 

à 5 fois plus pollué que l’extérieur. Les polluants principaux de l’air intérieur sont les 

composés organiques volatiles (COVs). Ils sont majoritairement produits par certains 

matériaux de construction, d’ameublement ou encore par les produits d’entretien. La 

population y est alors très exposée car ces polluants s’accumulent en intérieur et leurs effets 

néfastes sur la santé sont connus puisqu’ils sont classés cancérigènes par l’OMS. Face à cette 

problématique, Neoplants utilise la biologie de synthèse pour développer la première plante 

possédant de réelles capacités de purification de l'air en conférant aux plantes et à leur 

microbiote les voies métaboliques nécessaires à la captation et à la dégradation des COVs. 

Mon projet s’inscrit dans cet axe de recherche, et propose une identification du microbiome 

de la plante d’intérêt de l’entreprise, la sélection d’un candidat bactérien prometteur, le 

développement d’une méthode de transformation et finalement la conception de 

constructions génétiques permettant la dégradation de certains COVs par ce même candidat 

bactérien. J’ai ainsi pu isoler et identifier les populations bactériennes en interaction avec la 

plante par séquençage 16S. Puis, j’ai étudié et sélectionné un candidat bactérien selon 

plusieurs critères tels que sa capacité de colonisation, son interaction mutualiste avec la 

plante et l’existence de méthodes de transformation décrites pour cette espèce. Différentes 

constructions génétiques ont été conçues afin de tester les protocoles de transformation qui 

seront ensuite utilisés pour créer un microorganisme capable de métaboliser les COVs. 

  

environment, microbiology, synthetic biology, genetic construction, metabolism, interaction 

 

More than 80% of modern Europeans' time is spent in enclosed spaces, whether at home or at work. 

Although building standards in terms of air quality have evolved over the last decades, the indoor 

air of most buildings is still 2 to 5 times more polluted than the outdoor air. The main pollutants 

of the indoor air are the volatile organic compounds (VOCs). They are mostly emitted by building 

materials, furniture or household cleaning products. As they accumulate indoors, the population 

becomes highly exposed to these pollutants, and their harmful effects on health are known since 

they are classified as carcinogenic by the WHO. To tackle this major issue, Neoplants uses synthetic 

biology to develop the first plant with real air purification abilities, by giving plants and their 

microbiota the metabolic pathways necessary for the capture and degradation of VOCs. My project 

is part of this research axis, and proposes the identification of the microbiome of the company’s 

plant of interest, the selection of a promising bacterial candidate, the development of a 

transformation method and finally the design of genetic constructions allowing the degradation of 

selected VOCs by this same bacterial candidate. I was able to isolate and identify the bacterial 

populations interacting with the plant by 16S sequencing. Then, I studied and selected a bacterial 

candidate according to several criteria such as its colonization capacity, its mutualistic interaction 

with the plant and the existence of described transformation methods for this species. Different 

genetic constructs were designed in order to test the transformation protocols that will be used to 

create a microorganism capable of metabolizing VOCs. 
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  INRAE 
 

VILLENAVE D'ORNON ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Quynh-Trang BUI -   3/7/2022 → 9/6/2022  

 Etude de la distribution et de l’activité transcriptionnelle des éléments transposables au 

sein du génome de l’abricotier 

 Study of the distribution and transcriptional activity of transposable elements in the apricot tree 

genome 

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

Stage de recherche / analyse bio-informatique / transcriptomique / biologie végétale / 

éléments transposables / expression différentielle 

 

Originaire de Chine, l'abricotier est cultivé depuis près de 3000 ans. Aujourd'hui, on le trouve 

à la fois comme espèce sauvage, dans sa région d'origine, et comme espèce domestiquée, dans 

le monde entier. L'abricotier est une des espèces cultivées les plus importantes d’un point de 

vue économique, avec une production mondiale s'élevant à 3,5 millions de tonnes chaque 

année. Cependant, la maladie de la sharka, transmise par le Plum Pox Virus (PPV), menace 

sa production. La sharka est l'une des maladies les plus dévastatrices affectant toutes les 

espèces du genre Prunus. Les mécanismes de résistance au PPV ne sont pas encore totalement 

compris, mais différents loci responsables du phénotype résistant ont été identifiés. 

En raison de la taille relativement petite de son génome, l'abricotier apparaît comme un 

organisme modèle pour l'étude des mécanismes génétiques liés à la domestication des arbres 

fruitiers et conduisant à leur résistance au PPV. Récemment, son génome a été entièrement 

séquencé, et il a été montré qu'il est composé d’environ 37% d'éléments transposables. Cela 

représente un axe de recherche prometteur, car on sait que les éléments transposables ont 

joué un rôle important dans l'évolution des espèces végétales et dans le développement de 

nouveaux caractères. 

En effet, la connaissance des variations de l’activité transcriptionnelle des éléments 

transposables pourrait contribuer à une meilleure compréhension des liens entre cette 

domestication et la résistance au PPV. Les objectifs de mon stage sont donc d'une part, de 

décrire la distribution des éléments transposables dans le génome de l'abricot et leur relation 

avec les gènes, et d'autre part, de caractériser leurs différents profils d'expression entre 

abricots sauvages et cultivés et entre abricots sensibles et résistants au PPV. Cela a pour 

objectif de mettre en évidence le rôle des éléments transposables dans la domestication de 

l'abricot et sa résistance au PPV. 

  

Research internship / bioinformatic analysis / transcriptomics / plant biology / transposable 

elements / differential expression 

 

Originally from China, the apricot tree has been cultivated for almost 3000 years. Today, it is both 

found as a wild type in its native region, and as a domesticated species all over the world. The 

apricot tree is an economic driver among crop species, with a world production amounting 3.5 

million tonnes each year. However, the sharka disease, transmitted by the Plum Pox Virus (PPV), 

threatens its production. Sharka is one of the most devastating diseases affecting all species of the 

Prunus genus. The mechanisms of PPV-resistance are not yet fully understood, but different loci 

responsible for the resistant phenotype have been identified. 

Because of its relatively small genome size, the apricot tree appears as a model organism for 

studying the genetic mechanisms linked to the domestication of fruit trees and leading to their 

resistance to PPV. Recently, its genome has been fully sequenced, and it has been shown that it is 

composed of about 37% transposable elements. This represents a promising line of research, as 

transposable elements are known to have played an important role in the evolution of plant species 

and in the development of new traits. 

Indeed, knowledge of variations in the transcriptional activity of transposable elements could 

contribute to a better understanding of the links between domestication and resistance to PPV. 

Hence, the objectives of my internship are firstly, to describe the distribution of transposable 

elements in the apricot genome and their relationship with genes, and secondly, to characterise 

the different expression profiles between wild and cultivated apricots and between PPV-

susceptible and PPV-resistant apricots. Ultimately, this will allow us to highlight the role of 

transposable elements in the domestication of apricot and its resistance to PPV. 
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 Tuteur(s) / Supervisor(s) :  -    →   
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  NETRIS PHARMA 
 

LYON ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : David NEVES -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Étude de la Nétrine-3 et Draxin comme cibles potentielles dans le traitement du cancer du 

poumon à petites cellules (SCLC) 

 Study of Netrin-3 and Draxin as potential targets in the treatment of Small Cell Lung Cancer 

(SCLC) 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

R&D, oncologie, Récepteurs à Dépendance, culture cellulaire, études in vitro/in vivo, 

interaction protéine/protéine 

 

NETRIS Pharma, située à Lyon, est une spin-off du Centre de lutte contre le cancer Léon Berard 

et du Centre de Recherche en Cancérologie de Lyon. Spécialisée en oncologie, l’entreprise 

développe des solutions thérapeutiques novatrices en explorant le concept des Récepteurs à 

Dépendance. Ces récepteurs transmembranaires sont capables d’induire un signal différent 

selon la présence ou l’absence de leur ligand. En effet, en présence de son ligand, le récepteur 

entraîne une signalisation dite « positive » (prolifération, survie, différenciation) tandis qu’il 

induit l’apoptose en son absence.  Cette activité pro-apoptotique leur confère un rôle de 

suppresseur de tumeur, cependant certaines cellules cancéreuses semblent capables 

d’échapper à ce mécanisme par l’expression autocrine des ligands. La stratégie thérapeutique 

de NETRIS Pharma est donc de lutter contre cette voie d’échappement tumoral en bloquant 

l’interaction récepteur/ligand afin de limiter la progression tumorale et de restaurer 

efficacement l’apoptose. NETRIS Pharma a ainsi développé un anticorps monoclonal 

humanisé, dirigé contre la Nétrine-1, un ligand de Récepteurs à Dépendance surexprimé dans 

de nombreux cancer. Cet anticorps est actuellement testé en essai clinique de phase II dans 

les cancers de l’endomètre. 

L’objectif de mon projet était d’étudier la Nétrine-3 (homologue de la Netrine-1) et la Draxin 

comme cibles potentielles dans le traitement du cancer du poumon à petites cellules (SCLC). 

Le SCLC est l’un des deux principaux sous-types de cancer du poumon et concerne environ 15% 

des cas. Dans ce cancer, la Nétrine-3 et la Draxin, deux protéines de guidance axonale, sont 

exprimées. Etant donné l’interaction connue entre Nétrine-1 et Draxin, j’ai étudié la présence 

d’une interaction Nétrine-3 et Draxin. J’ai également mené des tests in vitro afin d’évaluer 

un éventuel rôle anti-apoptotique de ces deux protéines, dans le SCLC. Enfin, j’ai participé au 

développement d’un anticorps monoclonal dirigé contre la Draxin en vue d’un développement 

thérapeutique.  

 

  

R&D, oncology, Dependence receptors, cell culture, in vitro/in vivo studies, protein/protein 

interaction 

 

NETRIS Pharma, located in Lyon, is a spin-off of the Léon Berard Cancer Center and the Lyon Cancer 

Research Center. Specialized in oncology, the company develops innovative therapeutic solutions 

by exploring the concept of Dependent Receptors. These membrane receptors can induce different 

signals depending on the presence or absence of their ligand. Indeed, in the presence of its ligand, 

the receptor induces a so-called "positive" signaling (proliferation, survival, differentiation) while 

it induces apoptosis in its absence.  This pro-apoptotic activity gives them a tumor suppressor 

function, however some cancer cells seem to be able to escape this mechanism through autocrine 

expression of ligands. NETRIS Pharma's therapeutic strategy is therefore to tackle this tumor 

escape pathway by blocking the receptor/ligand interaction to limit tumor progression and 

effectively restore apoptosis. NETRIS Pharma has developed a humanized monoclonal antibody 

directed against Netrin-1, a Dependent Receptor ligand overexpressed in many cancers. This 

antibody is currently being tested in a phase II clinical trial in endometrial cancers. 

The objective of my project was to study Netrin-3 (Netrin-1 homolog) and Draxin as potential 

targets in the treatment of small cell lung cancer (SCLC). SCLC is one of the two major subtypes of 

lung cancer and accounts for approximately 15% of cases. In this cancer, Netrin-3 and Draxin, two 

axonal guidance proteins, are expressed. Given the known interaction between Netrin-1 and 

Draxin, I studied the presence of a Netrin-3 and Draxin interaction. I also conducted in vitro tests 

to evaluate a possible anti-apoptotic role of these two proteins in SCLC. Finally, I participated in 

the development of a monoclonal antibody directed against Draxin for therapeutic development. 
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  QUANTOOM BIOSCIENCES 
 

1400 NIVELLES ● BELGIQUE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Raphaelle LATERRE -   3/7/2022 → 8/26/2022  

 Optimisation d’un procédé de production basé sur l’ARN messager   

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

USP (UpStream Process), IVT (In Vitro Transcription), biologie moléculaire, optimisation, 

développement, ARNm 

 

Actuellement, de nombreux pays du monde n’ont pas accès aux vaccins. Depuis la crise du 

Covid-19, Univercells, une entreprise composée de 4 filiales, s’est encore plus intéressée à la 

disponibilité des vaccins pour les pays à moyens et faibles revenus. Cela implique une 

production à moindre coût et un échange de savoir-faire dans ces pays. L’accessibilité aux 

produits biologiques pour tous est l’objectif principal de cette entreprise. 

Quantoom Biosciences, filiale dans laquelle j’ai réalisé mon Projet de Fin d’Etude, se concentre 

sur le développement de vaccins à ARNm dans le but de l’adapter sur un automate. Par la 

suite, cet automate devrait être capable de prendre en charge la production de vaccins en 

limitant l’intervention de l’Homme sur ce procédé. 

Durant ces 6 mois de stage, j’ai intégré l’équipe upstream (USP) qui se concentre sur la 

production d’ARNm et le développement d’un procédé optimal. Mon rôle dans ce projet a été 

d’optimiser différentes étapes du procédé de production d’ARNm. En effet, pour produire un 

ARNm, une réaction de transcription in vitro ou IVT, est nécessaire. Celle-ci se fait à l’aide 

d’une matrice ADN plasmidique qu’il faut en premier lieu linéariser. Puis, vient la réaction 

d’IVT. Après cette dernière, un traitement à la DNase est appliqué afin de digérer la matrice. 

Pour finir, l’ajout d’EDTA permet d’arrêter les réactions enzymatiques et une purification est 

mise en place afin de purifier l’ARNm produit et d’éliminer les débris et composants de la 

réaction (enzyme, NTPs etc…) nocifs pour le futur hôte. Toutes ces étapes nécessitent des 

optimisations afin que chaque composé réagisse avec les autres et permettent une production 

optimale d’ARNm. De plus, l’idée est de diminuer le temps et le coût de production dans 

l’objectif général de permettre aux pays à faible revenu d’avoir accès à ces produits 

thérapeutiques. 

Les échantillons produits doivent ensuite être analysés afin que les ARNm remplissent des 

critères d’acceptabilité pour que, dans le futur, ils puissent être utilisés à usage 

thérapeutique. 

 

  

 

Currently, many countries around the world do not have access to vaccines. Since the Covid-19 crisis, 

Univercells, a company composed of 4 affiliates, has become even more interested in the 

availability of vaccines for medium- and low-income countries. This means lower-cost production 

and an exchange of know-how in these countries. Accessibility to “biologics for all” is the first 

principle of this company. 

Quantoom Biosciences, the affiliate in which I carried out my End of Study Project, focuses on the 

development of mRNA vaccines with the aim of adapting it on an automat. Subsequently, this 

automat should be able to take over the production of vaccines by limiting the intervention of 

humans on this process.  

During these 6 months of internship, I joined the upstream (USP) team which focuses on the 

production of mRNA and the development of an optimal process. My role in this project was to 

optimize several steps of the mRNA production process. Indeed, to produce an mRNA, an in vitro 

transcription reaction or IVT, is necessary. This is done using a DNA matrix that must first be 

linearized. Then comes the IVT reaction. After this, a DNase treatment is applied to digest the 

matrix. Finally, the addition of EDTA allows to stop the enzymatic reactions and a purification is 

put in place in order to purify the mRNA and eliminate the debris and the components of the 

reaction (enzyme, NTPs etc ...) harmful to the future host. All these steps require optimizations so 

that each compound reacts with the others and allows optimal mRNA production. In addition, the 

idea is to reduce the time and cost of production with the main objective of enabling low-income 

countries to have access to these therapeutic products. The samples produced must then be 

analyzed to verify the mRNA’s acceptability criteria so that, in the future, they can be used for 

therapeutic use. 
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  TREEFROG 
 

PESSAC ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Elisa LUQUET -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Développement des protocoles de préparation des cellules à l’encapsulation et de comptage 

cellulaire post encapsulation pour répondre aux Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) 

 Development of cell preparation for encapsulation and post-encapsulation cell counting protocols 

to meet Good Manufacturing Practices (GMP) 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Développement et optimisation de procédés, thérapie cellulaire, iPSC, transition BPF, 

encapsulation de cellules, comptage cellulaire 

 

La découverte des cellules souches pluripotentes induites (iPSC) a ouvert de multiples 

perspectives de thérapies cellulaires. En effet, leur capacité de division et de différentiation 

dans de nombreux types cellulaires permet la restauration de fonctions cellulaires dégradées 

dans les maladies dégénératives. La sensibilité des iPSC est une difficulté majeure pour la 

production de lots de taille compatible avec les besoins du marché, pouvant parfois atteindre 

5 milliards de cellules/dose. En effet, l’expansion d’iPSC à grande échelle est une science 

complexe qui entraîne d’importants coûts de production. 

Créé en 2018, TreeFrog a développé la technologie C-StemTM qui permet de pallier ces 

problèmes. Son principe est de confiner les iPSC dans des capsules d’alginate, afin de les 

protéger des contraintes imposées par la culture en bioréacteur, inadaptée à leur croissance. 

La capsule reproduit les conditions in vivo des cellules souches, améliorant leur croissance, 

leur viabilité, ainsi que leur intégrité génomique, assurant une différentiation vers le type 

cellulaire souhaité. Ce procédé de culture 3D rend ainsi possible la production à grande échelle 

de thérapies issues d’iPSC, en réduisant drastiquement les coûts de production, les rendant 

accessible à tous. 

Aujourd’hui, C-StemTM a transité vers une application industrielle, afin d’assurer le 

développement clinique du projet Parkinson et d’un portfolio de thérapies cellulaires. Cela 

nécessite de respecter la règlementation et les Bonnes Pratiques de Fabrication à tous les 

niveaux de production. C’est dans le cadre de cette transition que s’inscrit mon contrat pro. 

L’objectif premier vise à optimiser le protocle de préparation des iPSC à l’encapsulation, en 

n’utilisant que des composés certifiés BPF. Une autre mission a permis de développer une 

méthode robuste de comptage cellulaire post-encapsulation, dans le but de caractériser la 

gamme d’acceptation du procédé, pour la future production dans les conditions BPF. 

 

  

Process development and optimization, cell therapy, iPSC, GMP transition, cell encapsulation, cell 

count 

 

The discovery of Induced Pluripotent Stem Cell (iPSCs) has open the way to multiple applications 

for cell-based therapies. Indeed, their ability to divide and differentiate into many cell types allows 

the restoration of degraded cellular functions in degenerative diseases. The sensitivity of iPSCs is 

a key element to deal with to produce large scale batches, compatible with the market needs, 

sometimes reaching 5 billion cells/dose. Large-scale iPSC expansion is a complex science, entailing 

significant production costs. 

Founded in 2018, TreeFrog Therapeutics has developed C-StemTM technology that overcomes these 

constraints. It aims at confining iPSCs into alginate capsules, protecting them from the shear stress 

imposed by the culture in bioreactor, which is not adapted for their growth. The capsule also 

reproduces the in vivo conditions of stem cells, improving growth, cells viability, as well as 

maintaining their genomic integrity, while ensuring differentiation towards the desired cell type. 

This 3D culture process makes large-scale production of iPSC-based cell therapies possible, by 

drastically reducing costs and making them affordable to all. 

Today, C-StemTM has moved towards the industrial side, ensuring the clinical development of the 

Parkinson’s disease project and a cell therapies portfolio. It requires compliance with the 

regulations and Good Manufacturing Practices at all levels of production. It is within the framework 

of this transition towards a GMP production that my professional training contract takes place. The 

first objective is to optimize the protocol for preparing iPSCs for the encapsulation step, using only 

GMP-certified raw materials. Another mission aims at developing a robust post-encapsulation cell 

counting method, in order to characterize the acceptance range of the process, for the future 

production under GMP conditions. 
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  SANOFI AVENTIS RECHERCHE & DEVELOPPEMENT 
 

VITRY SUR SEINE ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Stéphanie DECARY -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Étude in vitro de l’effet synergique d’un ADC cytotoxique avec un ADC immunostimulant en 

système de co-culture 

 In vitro study of the synergistic effect of a cytotoxic ADC with an immunostimulant ADC in a 

coculture system 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

ADC cytotoxique (cADC), Immunogenic Cell Death (ICD), ADC immunostimulant (iADC), 

synergie d’activité, co-culture 

 

Le groupe de recherche en immuno-oncologie dans lequel j’ai effectué mon alternance est 

spécialisé dans le développement de thérapies ciblées pour le traitement des tumeurs solides. 

Parmi les différents types d’immunothérapie, les Antibody Drug Conjugate (ADCs) sont des 

thérapies récentes ayant donné des résultats prometteurs. Ils sont composés d’un anticorps 

monoclonal (mAb) auquel est greffée une drogue, aussi appelée payload. Le mAb se fixe à un 

antigène spécifique majoritairement exprimé par les cellules cancéreuses permettant de 

diriger la drogue sur sa cible tumorale. Cette drogue peut être de typologies différentes avec 

soit une action directe sur les cellules tumorales, soit indirecte en ciblant les cellules du 

système immunitaire. De ce fait, il existe deux catégories d’ADCs : les ADC cytotoxiques (cADC) 

et les ADC immunostimulants (iADC). 

Les cADCs sont des mAbs auxquels sont greffés des molécules à activité cytotoxique 

conduisant à la mort des cellules cancéreuses. Les iADCs sont une deuxième classe récente 

d’ADCs conçus pour stimuler le système immunitaire inné au niveau de la tumeur.  

Plusieurs groupes de recherche ont montré la capacité du cADC à induire une mort cellulaire 

immunogène (ICD) conduisant à l’activation des cellules immunitaires. Cette caractéristique 

du cADC est intéressante car elle permet, avec une seule molécule, d’agir à la fois sur le 

système immunitaire et sur les cellules tumorales.  

Des données in vivo, générées au laboratoire, ont montré un effet synergique entre un cADC 

et un iADC. À la suite de cette étude, il a été émis l’hypothèse de l’induction de l’ICD par le 

cADC conduisant à l’activation du système immunitaire, qui est boosté en combinant avec un 

iADC. 

L’objectif de mon projet a été de valider cette hypothèse en étudiant les mécanismes d’action 

de l’effet synergique d’un cADC avec un iADC in vitro. J’ai pu caractériser l’activité du cADC 

avec les cellules tumorales puis montrer l’induction de l’ICD. Enfin, pour évaluer l’effet 

synergique du cADC avec l’iADC, j’ai mis en place un essai expérimental in vitro en utilisant 

un modèle de co-culture de cellules cancéreuses avec des cellules immunitaires du sang 

périphérique (PBMCs). 

  

Cytotoxic Antibody Drug Conjugate (cADC), Immunogenic Cell Death (ICD), Immunostimulant 

Antibody Drug Conjugate (iADC), synergistic effect, co-culture system 

 

The immuno-oncology research group I worked in during my apprenticeship focuses on the 

development of targeted therapies for solid tumors. Among the different types of 

immunotherapies, Antibody-Drug-Conjugate (ADCs) are a recent class of targeted therapies. ADCs 

are typically composed of a monoclonal antibody (mAb) attached to a drug, also called payload, via 

a chemical linker. The mAb specifically binds to an antigen that is highly expressed by cancer cells 

allowing the drug to be directly delivered to its tumor target. This drug can act directly on tumor 

cells or indirectly by targeting immune cells. Therefore, there are two types of ADCs: cytotoxic ADCs 

(cADCs) and immunostimulatory ADCs (iADCs). 

cADCs are mAbs covalently attached to a cytotoxic payload leading to cancer cell death. The second 

and most recent class of ADCs, iADCs, are linked to a drug that stimulates the innate immune 

system in the tumor environment. 

Several studies have demonstrated the ability of cADCs to induce Immunogenic Cell Death (ICD) 

leading to immune cell activation. This feature of cADC is an advantage because it acts on both 

tumor cells and immune cells.  

In vivo data from Sanofi showed a synergistic effect between a cADC and an iADC. It has been 

suggested that this synergistic activity results from ICD induction by cADC, leading to a boost of 

the immune system when the molecule is combined with an iADC. 

The aim of my project was to confirm this hypothesis by studying the mechanisms of action of the 

synergistic effect of a cADC with an iADC. I characterized the cytotoxic activity of the cADC on tumor 

cells and then demonstrate the ability of cADC to induce ICD. Finally, to evaluate the synergistic 

effect of a cADC with an iADC, I set up an in vitro assay using a co-culture system of cancer cells 

with Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs). 
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  UCB PHARMA (site deBraine-l'Alleud) 
 

BRAINE L'ALLEUD ● BELGIQUE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Valentine CHEVALLIER -   3/7/2022 → 8/31/2022  

 Optimisation des milieux de culture cellulaire à l’aide du composé X pour la production 

d’anticorps monoclonaux 

 Cell culture media optimization using the component X for monoclonal antibodies production 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Culture cellulaire, cellules CHO, optimisation des milieux de culture, composant X, production 

d’anticorps monoclonaux, métabolisme, acides aminés, adaptation cellulaire 

 

L’optimisation des milieux de culture est un défi crucial pour la production d’anticorps dans 

l’industrie biopharmaceutique. Les problèmes de solubilité et de stabilité de certains acides 

aminés en solution ont tendance à entraver cette optimisation contribuant à des 

performances de culture sous-optimales. L’utilisation du composant X semble être une 

alternative prometteuse. En effet, il résout les problèmes de solubilité et de stabilité et 

démontre des propriétés intéressantes pouvant améliorer la croissance et la productivité 

cellulaire. De plus, les cultures utilisant ce composant présentent des profils métaboliques 

améliorés - une production plus faible de lactate et de NH4+. Le composant X a donc été 

utilisé pour développer une alimentation unique pendant le procédé fed-batch. Pour chaque 

expérience en shake-flasks, l’impact de ce composé sur les performances de culture a été 

évalué et un changement du métabolisme cellulaire semble se produire avec une 

augmentation de la production d’ammoniaque et une augmentation de la consommation de 

lactate. L’analyse des acides aminés suggère que les cellules doivent modifier leur 

métabolisme afin d’utiliser ce composant. L’adaptation des cellules au composant X peut 

nécessiter du temps pour s’initier, c’est pourquoi l’adaptation des cellules pendant 

l’expansion a été testée. L’utilisation de milieux d’expansion avec 75% de composant X a 

augmenté les performances de culture cellulaire pour trois des quatre projets testés. Ces 

résultats prometteurs nous ont amenés à expérimenter le développement d’un milieu de 

production enrichi en ce composé X. Les résultats ont montré que l’ajout du composant X 

directement dans le milieu de production n’a pas d’impact négatif majeur sur le titre, la 

croissance cellulaire et la qualité du produit pour le projet 2. Néanmoins, des expériences 

complémentaires doivent être faites pour avoir une meilleure compréhension du métabolisme 

cellulaire utilisant ce composant. Il serait par exemple intéressant de sélectionner les clones 

avec le composant X afin de sélectionner ceux avec le plus grand nombre d’enzymes capables 

de transporter ce composé. 

  

Cell culture, CHO cells, media optimization, component X, single feed, monoclonal antibodies 

production, metabolism, amino acids, cell adaptation 

 

Feed and media optimization is a critical challenge for antibodies production in the 

biopharmaceutical industry. Solubility and stability issues of several amino acids in solutions tend 

to impede this optimization contributing to suboptimal culture performance. The use of the 

component X seems to be a promising alternative. Indeed, the component X solves solubility and 

stability issues and demonstrates interesting properties which could enhance cell culture 

performance, namely an increase in cell growth and productivity. Moreover, component X-

supplemented cultures displayed improved metabolic profiles including lower lactate and NH4+ 

production. Component X has also been used to develop a new single feed during fed-batch 

processes. Experiments in shake-flasks have been conducted in order to assess the impact of this 

compound on cell culture performance. For each experiment, a shift of cell metabolism seems to 

take place with an increase of ammonia production and an increase of lactate consumption. Amino 

acids analyses suggested that cells need to shift their metabolism to use this component. This cells 

adaptation to component X may require time to initiate that is the reason why cells adaptation 

during the expansion has been experimented. The use of expansion media with 75% of component 

X increased cell culture performance for three of the four projects tested. These promising results 

led us to experiment the development of a production medium enriched in component X. Results 

showed that adding the component X in the production medium rather than in the feed has no 

major negative impact on titer, cell growth and product quality for project 2. Nevertheless, 

additional experiments should be done to have a better understanding of cell metabolism using 

this component. An interesting avenue to explore would be to select clones with component X in 

order to select those with the greatest number of enzymes able to transport this compound. 
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  Systems Environmental Microbiology Group 
 

KONGENS LYNGBY ● DANEMARK 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Justine TURLIN -   3/28/2022 → 9/16/2022  

   HARNESSING THE POTENTIAL OF FORMATOTROPHIC PSEUDOMONAS PUTIDA AS A PLATFORN FOR 

BIOPRODUCTION FROM C1 FEEDSTOCKS 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

 

Aujourd´hui, les produits chimiques et les carburants sont principalement synthétisés à partir 

de ressources fossiles. Avec l´augmentation des préoccupations à propos du réchauffement 

climatique, il devient évident que de nouvelles méthodes doivent être développées afin de se 

tourner vers une économie à faibles émissions carboniques. Les composés monocarbonés (C1) 

tels que le méthanol et le formate sont des substrats prometteurs pour la bio-production 

microbienne durable, étant solubles dans l'eau, ce qui évite les limitations du transfert de 

masse gaz-liquide, et pouvant être obtenus efficacement à partir du CO2. Dans ce projet, 

Pseudomonas putida EM42 une souche à génome réduit de la bactérie du sol non pathogène, 

dont le métabolisme a été modifié pour assimiler le formate à travers la voie métabolique de 

réduction de la glycine, a été adoptée comme plateforme d'ingénierie métabolique. D'une 

part, la souche a été utilisée comme usine cellulaire pour produire la vitamine B9 (folate) à 

partir de formate. Les folates sont essentiels au fonctionnement normal des cellules (c'est-à-

dire à la prévention des anomalies du tube neural) mais ne peuvent être synthétisés par 

l'homme et doivent donc être absorbés par l'alimentation ou par des compléments 

alimentaires. Le 5-méthyltétrahydrofolate (5-MTHF), l'une des formes réduites du folate, est 

la seule qui puisse traverser la barrière hémato-encéphalique. En utilisant la méthode 

CRISPRi, l´expression de certains gènes de la voie de synthèse de la méthionine et de la 

réduction de la glycine a été diminuée afin d´augmenter l'accumulation de 5-MTHF dans cette 

souche. L'efficacité de la répression transcriptionnelle des gènes ciblés par CRISPRi a été 

évaluée par protéomique et la vitamine B9 a été quantifiée par chromatographie liquide-

spectrométrie de masse (LC-MS). D'autre part, afin de faire évoluer la souche formatotrophe 

vers la méthylotrophie, l'oxydation native : i) du formaldéhyde en formate et ii) du méthanol 

en formaldéhyde a été démontrée en utilisant un biosenseur construit avec un système 

inductible sensible à la présence de formate 

  

Synthetic biology, metabolic engineering, Pseudomonas putida, C1 assimilation, 5-

methyltretrahydrofolate, formate biosensor 

 

Nowadays, chemical and fuels are mostly synthetized from fossil resources. With growing concerns 

about global warming, it becomes clear that new methods must be developed to transit to a low 

carbon economy. One-carbon (C1) compounds such as methanol and formate are promising microbial 

feedstocks for sustainable bioproduction as they are highly soluble in water preventing gas-to-

liquid mass transfer limitations and can be efficiently produce from CO2. In this project, a reduced-

genome non-pathogenic soil bacterium Pseudomonas putida EM42 strain with rewired metabolism 

to assimilate formate through the reductive glycine (rGly) pathway have been adopted as a 

metabolic engineering platform. On the first hand, the strain has been used as a cell factory to 

produce vitamin B9 (folates) from formate. Folates are vital for normal cell function (i.e. preventing 

neural tube defects) but cannot be synthetized by humans and must be absorbed from the diet or 

supplements. 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF), one of the reduced forms of folate is the only 

one that can cross the blood-brain barrier. Using CRISPRi method, genes of methionine synthesis 

and rGly pathways have been downregulated to increase the accumulation of 5-MTHF in this strain. 

The efficiency of the CRISPRi-mediated transcriptional repression of the targeted genes has been 

evaluated by proteomics and the vitamin B9 quantified by Liquid Chromatography-Mass 

spectrometry (LC-MS). On the other hand, in order to further engineer the formatotrophic strain 

towards methylotrophy, the native oxidation of i) formaldehyde to formate and ii) methanol to 

formaldehyde have been demonstrated using a biosensor constructed with a formate-responsive 

inducible system 
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  SANOFI AVENTIS RECHERCHE & DEVELOPPEMENT 
 

VITRY SUR SEINE ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Benjamin FABRE -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Développement du procédé de purification des immunoconjugués   

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

purification, développement, miniaturisation, immunoconjugué (ou ADC – Antibody Drug 

Conjugate), screening, optimisation, plan d’expériences, DSP (Downstream Process) 

 

Un ADC (Antibody Drug Conjugate), ou immunoconjugué, est une molécule résultant de la 

modification d’un anticorps monoclonal par un linker, et de sa conjugaison chimique avec une 

molécule active (cytotoxique, immunomodulateur etc.). L’anticorps monoclonal cible 

spécifiquement un antigène surexprimé sur un type de cellule cancéreuse tandis que le 

cytotoxique, après internalisation de l’ADC par la cellule cancéreuse, est libéré selon 

différents processus dépendant du linker. L’objectif final est d’induire l’apoptose de ces 

cellules cancéreuses. 13 ADC sont aujourd’hui commercialisés et sont utilisés sur les patients 

lorsque les thérapies anticancéreuses classiques ne portent plus leurs fruits. L’équipe ADC 

Conjugation Development a la charge du  développement du procédé de fabrication d’un ADC. 

A ce stade, l’équipe est chargée de développer les procédés de conjugaison et de purification 

de l’ADC qu’ils reçoivent. L’ADC doit être produit en lots de quantités inférieures au 

kilogramme pour subir une batterie d’essais pré-cliniques tels que des essais de toxicité sur 

les animaux. Mon projet s’est porté sur le développement d’une méthodologie de screening 

de résines et de conditions de chromatographie en partant de la plaque 96 puits jusqu’à la 

colonne de plusieurs dizaines de millilitres. Un ADC modèle a été choisi pour cette étude et le 

but de ce projet est de mettre en place une méthodologie applicable aux prochains ADC en 

développement. Des méthodes analytiques haut-débit ont dû être développées en amont des 

essais. Les protocoles de chromatographie en plaques ont été établis grâce à la littérature, 

aux échanges avec d’autres équipes au sein de Sanofi, et aux tests réalisés pendant cette 

alternance. Ce travail permettra aux futurs projets de réaliser un screening rapide et efficace 

de résines et des conditions de chromatographie tout en limitant les quantités de tampons, 

d’échantillons et les délais de développement. 

  

 

An ADC (Antibody Drug Conjugate) is a molecule obtained from the modification of a monoclonal 

antibody with a linker, and the chemical conjugation with an active payload (cytotoxic, 

immunomodulators…). First, the monoclonal antibody targets specifically an antigen 

overexpressed by  a cancerous cell. Then, the ADC is internalized by the cancerous cell and the 

active payload is delivered inside the cell. The liberation of the payload can follow different 

pathway  depending on the chemical structure of the linker. Once liberated, the payload induces 

the apoptosis of the targeted cancerous cells. Nowadays, 13 ADCs are commercialized, and they are 

administered to the patients when the other therapies are not efficient (second line therapy). The 

ADC Conjugation Development team is active at the beginning of the manufacturing process 

development of ADCs. Its mission is to develop the conjugation and the purification processes of 

new ADCs to enter pre-clinical activities. Batches of less than one kilogramme of ADCs are also 

manufactured to undergo several pre-clinical trials such as toxicity studies on animals. My project 

consisted in developing a screening methodology of resins and chromatography conditions on 96-

well plates, and in applying the results to chromatography columns to optimize a purification 

process. An ADC model was chosen to complete this study. High-throughput analytical methods 

were also developed. The protocols were developed based on scientific literature, on discussion 

with Sanofi experts and my experimentations. This study will enable to screen resins and 

chromatography conditions rapidly and efficiently, while limiting the quantity of buffers and 

samples used, and the development duration for the future ADC projects. 
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  SANOFI Chimie - Aramon 
 

Aramon ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Helder Umberto PEREIRA -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Contrôle des contaminations en atelier de production : Validation de nettoyage de lignes de 

transfert 

 Contamination control in a manufacturing workshop: Cleaning validation for transfer lines. 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Production, Lignes de transfert, Fed-batch, Analyse de risques, Validation de nettoyage, 

Bonnes Pratiques de Fabrication. 

 

La Rasburicase est un principe actif pharmaceutique SANOFI, produit au département 

Biotechnologie du site d’Aramon. Le procédé de fabrication de cette enzyme recombinante, 

synthétisée par une souche de levure génétiquement modifiée, regroupe des étapes de 

fermentation, d’extraction et de purification. Au cours des étapes de fermentation, deux 

procédés de culture en fed-batch se succèdent. Pour chacun, des conduits appelés lignes de 

transfert permettent la circulation des milieux de culture vers le fermenteur principal. 

Afin de fiabiliser les débits d’alimentation de la culture, des débitmètres ont été ajoutés sur 

chacune des lignes. L’impact de cette installation sur les procédés de production, de nettoyage 

et de stérilisation est évalué au travers d’une demande de modification, appelée « change-

control ». Parmi les actions identifiées comme nécessaires, l’influence du changement sur 

l’efficacité des méthodes de nettoyage en place doit être étudiée au travers d’une analyse de 

risques. 

Le niveau de criticité étant évalué comme majeur, il est décidé de valider les méthodes de 

nettoyage des lignes dans leur nouvelle configuration. Pour cela, un protocole est établi afin 

de planifier les essais et définir les analyses requises, les seuils d’acceptation ainsi que la 

méthodologie de prélèvement. Il est rédigé en accord avec les équipes de production, de 

contrôle qualité et d’assurance qualité et communiqué aux opérateurs. 

Une fois les demandes d’analyse réalisées, les échantillons sont prélevés sur trois lots de 

production consécutifs, comme décrit dans le protocole. A terme, les résultats sont regroupés 

et comparés aux critères d’acceptation prédéfinis. La conformité de l’intégralité des données 

permet de statuer sur l’état validé des méthodes de nettoyage des lignes dans leur nouvelle 

configuration.  

La validation permet d’abaisser la probabilité d’occurrence et ainsi le niveau de criticité du 

risque de perte d’efficacité. Finalement, l’impact de l’installation des débitmètres sur les 

méthodes de nettoyage est défini comme négligeable. 

 

  

Manufacturing, Transfer lines, Fed-batch, Risk analysis, Cleaning validation, Good manufacturing 

practices. 

 

Rasburicase is a SANOFI active pharmaceutical ingredient, manufactured in Aramon, by the 

biotechnological department. The production process of this recombinant enzyme, synthetized by a 

genetically engineered yeast, is made of three steps: fermentation, extraction, and purification. 

During fermentation, a batch culture is followed by two successive fed-batch operations. For each 

fed-batch, there is a dedicated inox line allowing the culture medium transfer from the preparation 

tanks to the main fermentor.  

In order to increase the reliability of the feed rates, flowmeters have been added on each line. 

Impact of the setup on production, cleaning and sanitization processes is assessed during a specific 

request, called change-control. Among required actions, the effect of modifications on the cleaning 

in place (CIP) methods efficiency must be rated through a risk analysis. 

The analysis concludes on a major criticity level, resulting in the requirement of a cleaning 

validation for the lines in their new setup. In this context, a protocol is written to plan the tests, 

and define the required analysis, the acceptation criteria as well as the sampling method. 

Manufacturing teams, quality control and quality assurance are involved in the protocol edition 

and communication.  

Once analysis requests are approved, samples are collected during three consecutive production 

batches, following the method described in the protocol. Afterwards, analytical results are 

gathered and compared to the predefined acceptation levels. If all data meet the conformity 

criteria, the validated state of CIP methods of the lines in their new setup is approved.  

From cleaning validation, probability and, consequently, criticity level of a loss of efficiency can be 

decreased. Therefore, the impact of the flowmeters installation on CIP methods is eventually non-

significant. 
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  YSOPIA BIOSCIENCE 
 

BORDEAUX ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Katy LE CORF -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Identification d’effecteurs bactériens responsables de l’effet anti-inflammatoire de 

Christensenella minuta 

  

 Rapport confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Inflammation, Effecteurs, Interaction Hôte-microbiote, Mécanisme d'action, Biochimie 

 

Ysopia Bioscience est une entreprise spécialisée dans la recherche et développement de 

produits thérapeutiques vivants basés sur la bactérie Christensenella minuta (C. minuta). 

Cette bactérie s’est révélée être clé pour un microbiote intestinal sain. En effet, elle est 

manquante chez nombreux de patients atteints de maladies chroniques. C. minuta a un haut 

potentiel thérapeutique pour lutter contre l’obésité et les maladies métaboliques qui lui sont 

associées, en permettant la restauration d’un microbiote sain.  

Mon contrat de professionnalisation portait sur l’identification des potentiels effecteurs 

bactériens responsables de l’effet anti-inflammatoire de C. minuta sur des modèles 

eucaryotes in vitro. La première étape a été d’identifier les différents protocoles, pour pouvoir 

les mettre en place afin de pouvoir isoler divers composés bactériens. La seconde étape, après 

la validation des protocoles, a été de tester les différents composés sur les deux modèles 

cellulaires (épithéliales/immun) déjà en place, afin d’évaluer la modulation de plusieurs 

cytokines inflammatoires. 

 

  

 

Ysopia Bioscience is a company specialized in the research and development of a live biotherapeutic 

product (LPB) based on the Christensenella minuta bacterium (C. minuta). This bacterium has been 

shown to be a key stone for a healthy gut microbiome, which is indeed, missing in many patients 

suffering from chronic diseases. C. minuta has a high therapeutic potential to treat obesity and 

associated metabolic diseases including chronic inflammation, by restoring an healthy gut 

microbiome.  

My work study project focused on the identification of the effectors responsible of the anti-

inflammatory effect of C. minuta on in vitro eukaryotic models. The first step was to identify the 

different protocols to be able to set them up, to isolate various bacterial compounds. The second 

step, after the validation of the protocols, was to test the different compounds on the two cell lines 

models (epithelial/immune), already used in the company, to evaluate the modulation of several 

inflammatory cytokines. 
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  RMES 1229 INSERM 
 

NANTES ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Vianney DELPLACE -   3/1/2022 → 8/31/2022  

 Bio-impression 3D de structures en gradient pour la conception d’un modèle de tissu 

cartilagineux in vitro 

 3D bioprinting of gradient structures for the design of an in vitro cartilaginous tissue model 

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

Bio-impression, hydrogel dynamique covalent, gradient, cartilage, arthrose 

 

L’arthrose est la pathologie articulaire débilitante la plus courante, caractérisée par une 

inflammation de la membrane synoviale, la destruction du tissu cartilagineux et un 

remodelage de l’os sous-chondral. Les mécanismes physiopathologiques de cette maladie 

douloureuse et invalidante restent néanmoins encore mal connus. La conception de modèles 

d’articulations in vitro est aujourd’hui une piste privilégiée pour mieux comprendre la 

physiopathologie de l’arthrose, découvrir de nouvelles cibles thérapeutiques, et tester de 

nouvelles thérapies, tout en limitant le recours aux expériences animales. De tels modèles 

d’articulations devront notamment comprendre un tissu de type cartilagineux, caractérisé par 

des gradients de propriétés mécaniques, de composants biologiques, et de densité cellulaire. 

Reproduire ces structures en gradient constitue un véritable défi à ce jour. La bio-impression 

3D est une technologie prometteuse pour répondre à ce défi, car elle offre la possibilité 

d’organiser dans l’espace, de façon reproductible et automatisée, des cellules et des 

composants de la matrice extracellulaire, en utilisant des bio-encres (i.e., des biomatériaux 

imprimables contenant des cellules). Dans le cadre de ce stage, nous avons exploré la 

construction de gradients de matériaux et de cellules à l’aide d’une nouvelle technologie de 

bio-impression combinant l’extrusion et un système de mélange microfluidique. Cette 

technologie a été étudiée en association avec une nouvelle génération d’hydrogels 

dynamiques covalents imprimables récemment développée au laboratoire. Une étude de 

l’évolution du phénotype de cellules encapsulées dans ces hydrogels et de la cytocompatibilité 

du nouveau procédé de bio-impression a également été réalisée. 

  

Bioprinting, dynamic covalent hydrogel, gradient, cartilage, osteoarthritis 

 

Osteoarthritis is the most common debilitating joint disease, characterized by the inflammation of 

the synovial membrane, the destruction of cartilage, and subchondral bone remodeling. To date, 

the physiopathological mechanisms of this painful and disabling disease remain poorly understood. 

The design of in vitro joint models is particularly interesting for better understanding the 

pathophysiology of osteoarthritis, discovering new therapeutic targets, and testing new therapies, 

while limiting the use of animal experiments. Such joint models would have to include a cartilage-

like tissue, characterized by gradients of mechanical properties, biological compounds, and cell 

density. Nowadays, mimicking these gradient structures constitutes a real challenge. 3D 

bioprinting is a promising technology to overcome this challenge, as it facilitates the organization 

in space of cells and components of the extracellular matrix, in a reproducible and automated 

fashion, using bio-inks (i.e., printable cell-laden biomaterials). This internship was dedicated to the 

investigation of a new bioprinting technology, combining extrusion bioprinting and microfluidics, 

to produce gradients of materials and cells. As a key element, a new class of printable dynamic 

covalent hydrogels recently developed in the laboratory was used in association with this 

technology. A phenotypic study of cells encapsulated in these hydrogels and an evaluation of the 

bioprinting process were also carried out. 
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  L'OREAL RECHERCHE AVANCEE 
 

AULNAY SOUS BOIS ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Emilie ADELIN -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Développement d’un système de co-culture pour la surproduction de métabolites 

antibactériens par une espèce fongique. 

 Development of a co-culture system for the overproduction of antibacterial metabolites by a 

fungal strain 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

 

J’ai eu l’opportunité de participer à un projet ayant pour but de valoriser l’usage de la 

ressource microbienne et de rationaliser son usage pour la production d’actifs cosmétiques. 

Ma mission a été de proposer et de développer une stratégie de co-culture entre un 

champignon et une bactérie pour stimuler la production de métabolites antibactériens par la 

souche fongique. Le but est de générer un extrait antimicrobien capable de rééquilibrer le 

microbiome cutané de sujets souffrant de désordres dermatologiques. La co-culture, désignant 

la culture conjointe de plusieurs microorganismes, est une approche de plus en plus utilisée 

car les interactions s’y établissant permettent de stimuler l’expression de nombreux gènes, 

même silencieux.  

Pour mener à bien mon projet d’alternance, un état de l’art sur les méthodes de co-cultures 

existantes a été réalisé dans l’objectif d’identifier les approches les plus pertinentes. Trois 

stratégies ont été ainsi sélectionnées et mises en œuvre. Le défi de co-cultiver deux 

microorganismes implique la détermination et l’optimisation de paramètres expérimentaux 

clés permettant la cohabitation des deux souches. A l’issue de la culture, les extraits obtenus 

sont tous évalués par un test agile pour sélectionner ceux possédant un haut pouvoir 

antibactérien à l’égard des souches cibles. 

En plus de la partie microbiologie, mes missions ont aussi eu une valence chimie, incluant 

l’extraction des métabolites microbiens et la collaboration avec le département d’analyse 

pour l’identification de la molécule d’intérêt par de l’analyse non ciblée LC-HRMS. 

  

 

The project on which I had the opportunity to work aims to enhance the use of microorganisms and 

to rationalize their use for active cosmetic production. My mission was to propose and develop a 

co-culture between fungi and bacteria to overproduce antibacterial metabolite. The goal is to 

obtain an extract able to rebalance the cutaneous microbiota of people suffering from skin 

disorders. Co-culture meaning multiple strains cultivation is getting more and more used because 

the interactions formed can stimulate gene expression even the silent ones.  

A review of existing co-cultivation approaches was carried out to identify more relevant strategies. 

Three methods were selected and conducted. Co-culture is challenging because experimental 

parameters must allow the cohabitation of the two strains. All extracts obtained from the cultures 

are evaluated by an agile test to select the most effective ones.  

In addition to microbiology, my missions included a chemistry part with molecules extraction and 

close collaboration with the analysis department for the identification of the molecule of interest 

by non-targeted analysis by LC-HRMS. 
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  HELICA SAS 
 

MARMONT PACHAS ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Marc CAZAUX -   10/4/2021 → 10/31/2022  

 Mise en place d’un mode de production biologique de la cyanobactérie Arthrospira platensis  Implementation of an organic production method for the cyanobacteria Arthrospira platensis 

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Microalgue, Arthrospira platensis, production, réglementation, gestion de projet 

 

HélicA est une start-up spécialisée dans la production de biomasse algale de haute qualité 

nutritionnelle (Arthrospira platensis appelée communément Spiruline) et de compléments 

alimentaires. La spiruline est une cyanobactérie qui suscite l’intérêt du monde scientifique et 

ce en raison de ses nombreuses applications industrielles (thérapeutique, complémentation 

nutritionnelle et cosmétique). Grâce à son profil nutritionnel et son mode de production à 

faible impact environnemental, la spiruline constitue une alternative prometteuse aux 

protéines animales. Un des projets menés chez HélicA a été la conversion de la production de 

la biomasse en Agriculture Biologique. Ce projet présente un intérêt stratégique majeur, pour 

permettre d’être concurrentiel sur un marché où de nombreux produits à base de spiruline 

étrangère sont certifiés AB beaucoup plus facilement, sur la base d’un régime d’équivalence. 

En tant que chargée de projet R&D, j’ai mené des essais d’amélioration et d’optimisation du 

milieu de culture de la cyanobactérie Arthrospira platensis, afin de mettre en place à terme 

un mode de production respectant les exigences de la réglementation AB. L’enjeu principal 

était le remplacement des nitrates du milieu de culture, non certifiables en AB. Plusieurs 

grandes étapes ont été nécessaires à ce projet : l’étude réglementaire, le sourcing d’intrants 

azotés compatibles avec la réglementation AB, la formulation théorique des milieux de 

culture en prenant en compte plusieurs critères (le coût, la compatibilité physico-chimique 

avec les autres intrants du milieu). Des protocoles d’extraction et de concentration en 

protéines à partir des intrants choisis ont été réalisés afin de fournir une source azotée plus 

riche et mieux assimilée par la cyanobactérie. Enfin, des essais comparatifs en bioréacteurs 

entre culture conventionnel et biologique ont été menés avec un relevé régulier des 

paramètres physico-chimiques et des études de croissance. 

  

Microalgae, Arthrospira platensis, production, regulation, project management 

 

HélicA is a start-up specialized in the production of high nutritional quality algal biomass 

(Arthrospira platensis commonly called Spirulina) and dietary supplements. Spirulina is a 

cyanobacteria which arouses the interest of the scientific world because of its numerous industrial 

applications (therapeutic, nutritional and cosmetic supplements). Thanks to its nutritional profile 

and its low environmental impact production method, spirulina is a promising alternative to animal 

proteins. One of the projects carried out at HélicA was the conversion of the biomass production to 

Organic Agriculture. This project has a major strategic interest, in order to be competitive on a 

market where many foreign spirulina products are AB certified much more easily, based on an 

equivalence regime. As an R&D project manager, I conducted trials to improve and optimize the 

culture medium of the cyanobacteria Arthrospira platensis, in order to eventually set up a 

production method that meets the requirements of the AB regulations. The main issue was the 

replacement of the nitrates in the culture medium, which cannot be certified in AB. Several major 

steps were necessary for this project: the regulatory study, the sourcing of nitrogenous inputs 

compatible with the AB regulation, the theoretical formulation of the culture media taking into 

account several criteria (cost, physicochemical compatibility with the other chemical inputs of the 

medium). Protocols of extraction and protein concentration from the selected inputs were carried 

out in order to provide a richer and better assimilated nitrogenous source to the cyanobacteria. 

Finally, comparative trials in bioreactors between conventional and organic culture were conducted 

with regular recordings of physicochemical parameters and growth studies. 
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  SANOFI Chimie - Aramon 
 

Aramon ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Lionel BRIFFA -   10/4/2021 → 10/7/2022  

 Amélioration des processus Qualité en productions biotechnologies – Processus de gestion et 

d’utilisation des logbooks. 

  

 Rapport non confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Remis à NT. Conservé pendant 3 ans  

  

Assurance qualité – LEAN management – amélioration continue – logbook – Bonnes 

Pratiques de Fabrication (BPF) 

 

J’ai réalisé mon projet de fin d’études au sein du service production. Le projet s’inscrit dans 

une démarche d’amélioration continue des processus de gestion et d’utilisation des logbooks.  

A ce jour, au sein du service de biotechnologie, plusieurs irritants et problèmes ont été 

soulignés. La prise de connaissances des processus actuels a permis de proposer des solutions 

et de mettre en place un nouveau processus. Le projet s’est déroulé en collaboration avec le 

personnel de production, de qualité et des fonctions support. Il se découpe en deux items : 

l’amélioration continue du processus de gestion des logbooks (suivi du cycle de vie et 

accessibilité des logbooks) et la simplification des logbooks en ateliers afin de diminuer le 

nombre d’irritants et de perte de temps. 

Des solutions ont été trouvé pour répondre aux exigences qualité de gestion des logbooks 

mais aussi à la réalité terrain en atelier. L’accessibilité permanente des logbooks, pour des 

équipes travaillant en 3x8, a été discuté avec les opérationnels, les fonctions support et la 

qualité. Cela a abouti à la mise en place d’un nouveau processus comprenant la gestion 

informatisée des masters sur le logiciel de gestion des documents du site.  

Ensuite, la connaissance des procédés biotechnologiques et des installations et la 

collaboration avec les opérateurs et les animateurs qualité ont permis d’identifier les points 

bloquants lors du remplissage des logbooks en ateliers. La simplification des logbooks s’est 

traduite notamment par une diminution des redondances avec d’autres documents de 

production. 

Enfin, la production d’une nouvelle molécule a également dû être prise en compte dans le 

projet. Elle a amené à se pencher sur l’harmonisation des logbooks d’équipements jusqu’alors 

utilisés pour un seul produit. Ces logbooks ont donc dû être révisés afin de répondre aux 

exigences d’ateliers multiproduits, tout en répondant aux normes BPF gérant l’écriture d’un 

logbook. 

 

  

 

I carried out my end of studies’ project in the production department. The project is part of a 

continual improvement approach of the management processes and the use of logbooks.  

Indeed several irritants and problems have been highlighted within the biotechnology department. 

The knowledge of the current processes allowed to suggest solutions and to set up a new process. 

The project was carried out in collaboration with production, quality and support department staff. 

It is divided into two items: the improvement of the logbook management process (life cycle 

monitoring and accessibility of logbooks) and the simplification of data recorded in the logbooks 

to reduce irritants and loss of time.  

The new process proposed must comply with quality requirements and also consider the needs of 

the operators. The constant accessibility of logbooks, for teams working in 3x8 shift, was discussed 

with the operational staff, the support department and the quality staff. The most suitable system 

was chosen, and it included especially a computerized management process, on the site’s document 

management software.  

In collaboration with the operators and the quality department, it was possible to identify the 

blocking points in the record of data in logbooks. This part of the project required to understand 

the biotechnology processes.  

In order to simplify logbooks, it was chosen to decrease the number of redundant data with other 

GMP (Good Manufacturing Practices) documents.  

Finally, the production of a new molecule has been considered in the project. It led to the 

harmonization of the logbooks, used until then for a single product. They had to be reviewed to 

meet the requirements of multi-product workshops, while complying with GMP standards. 
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  SOLMEYEA 
 

15351, ATHENS ● GRECE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Vasilis STENOS -   3/7/2022 → 9/7/2022  

 Culture verticale hybride de microalgues  Hybrid vertical microalgae farming 

 Rapport confidentiel 

Soutenance non confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Microalgues, photo bioréacteur, autotrophie, scale-up, stérilité, fermentation, hétérotrophie 

 

Avec l'augmentation de la population mondiale et le réchauffement de la planète, la sécurité 

alimentaire et les dommages environnementaux sont devenus une préoccupation majeure, 

car l'agriculture horizontale traditionnelle nécessite beaucoup de terres arables, d'eau, de 

pesticides et d'engrais pour faire pousser les cultures. Les microalgues sont des micro-

organismes unicellulaires cultivés verticalement, qui utilisent le CO2 pour se développer et 

produisent une biomasse riche en protéines, lipides, glucides, antioxydants, vitamines et/ou 

minéraux, selon l'espèce. Ce profil nutritionnel en fait des candidats parfaits pour produire 

des protéines végétales et des molécules rentables à haute valeur ajoutée. Solmeyea, une 

start-up Agri-BioTech, s'est fixé pour objectif de cultiver et de valoriser des microalgues 

durables et de haute qualité pouvant servir de substituts à de nombreux produits sur les 

marchés alimentaire, pharmaceutique et cosmétique, tout en établissant des partenariats 

avec des entreprises fortement taxées en CO2 en absorbant une partie de leurs émissions de 

gaz à effet de serre. Afin d'atteindre cet objectif, l'optimisation du processus de scale-up de 

cultures autotrophes allant de l'erlenmeyer de 50 mL au photo bioréacteur de 1000L a été 

entreprise. Des nouveaux protocoles de stérilité et techniques de transfert, tant en 

laboratoire qu'à grande échelle, ont été développés itérativement au cours de nombreux 

essais nécessaires à identifier les causes de la productivité insuffisante du procédé. Afin 

d’obtenir la première biomasse séchée, un système de filtration a été installé. En parallèle, 

un bioréacteur auto-stérilisable, ainsi que son logiciel de contrôle, ont été pris en main en 

autodidacte, et des premiers essais en batch et fed-batch ont été entrepris, avec optimisation 

itérative pour atteindre une densité cellulaire élevée en fermentation hétérotrophe. Plusieurs 

milieux et conditions de cultures ont été testés. 

  

Microalgae,photobioreactor,autotrophy,scale-up,sterility,filtration,fermentation,heterotrophy 

 

With the increase in world population and global warming, food security and environmental 

damage have become a major concern, as traditional horizontal agriculture requires a lot of arable 

land, water, pesticides and fertilizers to grow crops. Microalgae are vertically grown, single-celled 

microorganisms that use CO2 to grow and produce biomass rich in proteins, lipids, carbohydrates, 

antioxidants, vitamins and/or minerals, depending on the species. This nutritional profile makes 

them ideal candidates for producing plant proteins and profitable high value- added molecules. 

Solmeyea, an Agri-BioTech start-up, has set itself the goal of cultivating and valorizing sustainable, 

high-quality microalgae that can be used as substitutes for numerous products in the food, 

pharmaceutical and cosmetic markets, while establishing partnerships with companies that are 

heavily taxed in CO2 by absorbing part of their greenhouse gas emissions. In order to achieve this 

goal, optimization of the scale-up process of autotrophic cultures from 50 mL Erlenmeyer flasks to 

1000L photo bioreactors has been undertaken. New sterility protocols and transfer techniques, 

both in the laboratory and on a large scale, have been developed iteratively during numerous trials 

necessary to identify the causes of the insufficient productivity of the process. In order to obtain 

the first dried biomass, a filtration system was installed. In parallel, a self-sterilizing bioreactor, 

as well as its control software, were self-taught, and first batch and fed-batch trials were 

undertaken, with iterative optimization to reach a high cell density in heterotrophic fermentation. 

Several media and culture conditions were tested. 
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  IMMUSMOL 
 

BORDEAUX ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Imane NAFIA -   3/7/2022 → 9/9/2022  

 Évaluation de l’environnement immun d’ascites de cancer ovarien pour la validation d’une 

plateforme d’identification de cibles en Immuno-Oncologie in-vitro. 

  

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

R&D, immuno-oncologie, ascites de cancer ovarien, facteurs solubles, macrophages, 

polarisation M2, FACS, culture cellulaire 

 

Le cancer épithélial de l’ovaire est le septième type de cancer le plus commun chez la femme 

dans le monde, et sa détection habituellement tardive fait que son pronostic de survie à 5 ans 

est seulement de 30 à 40%. Ce carcinome est l’un des rares présentant la particularité de 

former des ascites, mélanges complexes de facteurs solubles et de composantes cellulaires de 

phénotypes multiples (tumorales, immunes, fibroblastes, endothéliales) formant un 

microenvironnement favorable à la tumeur et son développement. Elles contiennent 

notamment des macrophages dits associés à la tumeur (TAM), présentant un phénotype 

anormal à la fois pro-inflammatoire et pro-tumoral. Ils sont connus pour jouer un rôle 

essentiel dans les mécanismes d’immunosuppression et pourraient intervenir dans la 

formation de métastases et la résistance aux chimiothérapies. 

L’objectif de ce projet de fin d’études (PFE) est, dans un premier temps, de caractériser les 

populations cellulaires et les facteurs solubles de l’environnement immun contenus dans ces 

ascites, grâce à des techniques d’immuno-détection multiplexée reposant sur la cytométrie en 

flux ainsi que des ELISA conventionnels. Dans un second temps vient l’étude de l’influence des 

ascites sur la polarisation de monocytes sains en macrophages M2, afin d’identifier les 

facteurs solubles les plus susceptibles de contribuer à l’effet suppresseur des liquides 

d’ascites et à l’apparition de TAM. 

Ce PFE s’inscrit dans un projet de recherche visant, à terme, à identifier et comprendre les 

mécanismes immunosuppresseurs impliqués dans les dysfonctionnements de l’activité des 

cellules immunitaires dans le cancer de l’ovaire. Les ascites étant, de plus, une représentation 

biologique réaliste de la tumeur et son microenvironnement, cela pourrait permettre 

également la création d’une plateforme in-vitro de criblage et d’identification de 

biomarqueurs prédictifs et de cibles immuno-oncologiques, pour le test de nouvelles 

thérapies. 

 

  

 

Epithelial ovarian cancer is the seventh most common cancer among women worldwide. Its usually 

late diagnosis results in a five-year survival rate of only 30 to 40%. This carcinoma, among few 

others, has the particularity of producing ascites, thereby creating a peculiar microenvironment 

promoting the tumour’s growth. These ascites are complex fluids containing various soluble factors 

and cellular components of multiple phenotypes (tumoural, immune, fibroblasts, endothelial). 

Among those cellular components, tumour-associated macrophages (TAMs) are known to play a key 

role in immunosuppression, and are postulated to even acquire mixed properties providing both a 

proinflammatory and tumour-promoting microenvironment involving them in resistance and 

metastasis.  

This end-of-studies project aims, in the first instance, at characterizing the cellular components and 

soluble factors of this ascitic immune environment, using flow cytometry-based multiplexed 

immunodetection approaches as well as conventional ELISAs. The second step is the study of the 

effect of ascites on the M2 macrophage polarization of monocytes, in order to identify the soluble 

factors most likely to contribute to the suppressive action of ascites themselves and to influence 

the apparition of TAMs. 

This research project is part of a larger one aiming at, eventually, identifying and understanding 

the immunosuppressive pathways responsible for immune cell response dysfunction in ovarian 

cancer. Moreover, considering ascites are a realistic biological representation of a tumour and its 

microenvironment, they could enable the creation of an in-vitro platform to screen and identify 

reliable immuno-oncology markers and targets, for the development of targeted therapies. 
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  TotalEnergies 
 

LACQ ● FRANCE 
    

 Tuteur(s) / Supervisor(s) : Florian MONLAU -   4/4/2022 → 9/30/2022  

 Evaluation des performances biologiques et énergétiques de méthanisation de substrats 

atypiques à l’échelle du pilote semi-continu 

  

 Rapport confidentiel 

Soutenance confidentielle 

 Détruit après soutenance  

  

Bioprocédé, Méthanisation, Digestion Anaérobie, Salinité, Performance biologique et 

énergétique, Biomasse 

 

La méthanisation, processus de dégradation de la matière organique, se présente comme une 

bonne alternative à l’utilisation des énergies fossiles et permet de plus la production de 

biogaz (mélange de CH4/CO2) et de digestat.  

TotalEnergies est une compagnie multi-énergie qui s’engage pour un accès aux énergies vertes 

et notamment au biogaz. Afin de répondre aux objectifs de production croissante de biogaz 

de la compagnie (6 TWh/an de Biogaz en 2030) de nouveaux gisements de biomasses pour la 

méthanisation doivent être identifiés. L’objectif de mon projet de fin d’études était dans cette 

optique, d’évaluer la méthanisation de substrats atypiques (i.e. biomasses salés). Au vue de 

la composition de ses substrats atypiques et notamment de leurs teneurs en sels importantes 

il est important d’évaluer les risques d’inhibition du procédé de méthanisation et leur impact 

sur la qualité agronomique des digestats. Des tests sur des bioréacteurs pilotes de 

méthanisation de 5L, un suivi quotidien de ces réacteurs, une caractérisation des substrats 

utilisés ainsi qu’une évaluation de la qualité des produits obtenus (biogaz et digestat) ont 

donc été menés dans le cadre de mon projet. L’évaluation de la stabilité biologique et des 

performances énergétique du procédé à l’échelle du pilote ont montré des résultats concluants 

qui pourraient à terme aboutir à l’utilisation de nouveaux substrats pour des unités de 

méthanisation industrielle. 

  

Bioprocess, Anaerobic Digestion, Biological and energetic performances, Salinity, Biomass 

 

Anaerobic digestion, a bioprocess that degrades organic matter, appear as a good alternative to 

fossil fuels, furthermore it allows the production of biogas (mix of CH4/CO2) and digestate. 

TotalEnergies a multi-energy company aims toward an easy access to green energies including 

biogas. To meet the objectives of biogas production set by the company (6 TWh/year of biogas in 

2030) new biomass feedstocks must be identified. The objectives of my end study project were in 

that context to evaluate the anaerobic digestion of atypical feedstocks (i.e., salty biomass). 

Regarding the composition of these substrate and especially their salt content it is important to 

evaluate the risk of inhibition on the anaerobic digestion process and their impact on the 

agronomical properties of the digestate. Test and monitoring of the process in anaerobic digestion 

pilots of 5L, characterization of used substrates and evaluation of the products quality (biogas and 

digestate) were conducted in the framework of my project. The assessment of biological stability 

and energetical performances of the process showed conclusive results that could results in the use 

of a new feedstock for an anaerobic digestion industrial site. 
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