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LISTE DES ABREVIATIONS

A

ADAMTSs : A Disintegrin and Métalloprotéinases
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Les protéines recombinantes

Une protéine recombinante (PtR) est une protéine produite par une cellule procaryote
ou eucaryote dont le matériel génétique a été modifié par recombinaison génétique : un géne
codant une protéine d'intérét est introduit dans le patrimoine génétique de I'espéce
productrice (bactéries, cellules de mammiféres, cellules d’insectes, cellules végétales,
animaux, etc.), y est exprimé puis traduit en protéine (Schmid, 2005).

Les premiéres manipulations in vitro sur les génes ont débuté en 1972 (Colin, 1999).
Le biochimiste américain Paul Berg obtient le premier ADN recombinant (ADNr) et recoit le
Prix Nobel de chimie en 1980 pour « ses études fondamentales de la biochimie des acides
nucléiques [...]» (The official web site of the Nobel Prize, [en ligne]). En 1982, le premier
produit issu du génie génétique est commercialisé aux Etats-Unis (laboratoire Lilly) : il s'agit
de l'insuline recombinante humaine produite par des bactéries génétiquement modifiées
(Fédération Francaise des Diabétiques, [en ligne]). C'est aussi a cette période que les
scientifiques se rendent compte que toutes les protéines produites par cette méthode ne
sont pas forcément fonctionnelles. Ce probléme provient du fait que les bactéries ne
possedent pas toute la machinerie nécessaire a la maturation post-traductionnelle et donc a
l'acquisition de l'activité biologique des protéines eucaryotes. Les chercheurs se tournent
alors vers des modéles plus complexes tels que les cellules eucaryotes (levures, cellules

d’insectes, cellules de mammiféres) ou encore les animaux transgéniques.

Les protéines recombinantes d’intérét thérapeutique

Les protéines recombinantes d’intérét thérapeutique (PtRIT) sont des bio-
médicaments obtenus par génie génétique (Les entreprises du médicament, 2008, [en
ligne]). Selon I'article L5121-1 du Code de la Santé Publique (Légifrance, [en ligne]), un bio-
meédicament est, « [un] médicament dont la substance active est produite a partir d'une
source biologique ou en est extraite et dont la caractérisation et la détermination de la qualité
nécessitent une combinaison d'essais physiques, chimiques et biologiques ainsi que la
connaissance de son procédé de fabrication et de son contréle [..] ».

Les procédés de fabrication des PtRIT sont standardisés, rentables et présentent une
sécurité d’emploi pour le patient. En effet, historiquement, les protéines thérapeutiques
étaient pour la plupart extraites de tissus biologiques humains ou animaux, exposant bien
souvent a des risques de pénurie de matiéres premiéres, a de trés faibles rendements
d’extraction ou encore a des risques biologiques et immunologiques. Ainsi par exemple,
dans les années 30, un pancréas porcin permettait de ne traiter un diabétique que pendant

trois jours; de plus, des réactions allergiques avaient été décrites lors d'utilisations
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prolongées (Schmid, 2005). Pour surmonter ces problémes, en 1980, les scientifiques ont
humanisé linsuline porcine, par modification d’'un seul acide aminé, puis ils ont réussi a
produire de l'insuline recombinante humaine, commercialisée pour la premiére fois en 1982
par le laboratoire Lilly (Fédération Francaise des Diabétiques, [en ligne]). Un autre exemple
illustrant les risques biologiques est celui de 'hormone de croissance (somatotropine) qui a
fait 'objet d’'un scandale sanitaire en France. En effet, entre 1983 et 1988, 1698 enfants
atteints de nanisme ont été traités par de la somatotropine extraite d’hypophyse de cadavres
humains. Or plusieurs d’entre eux sont décédés de la maladie de Creutzlfed-Jakob, ce qui a
fait éclater un scandale sanitaire pour lequel des responsables scientifiques, médicaux et
politiques ont été jugés (L’Express, 2014, [en ligne]). Finalement, dés 1991 en France, les
patients atteints de nanisme ont été traités par de la somatotropine recombinante humaine
produite dans E. coli. Ce type de scandale souligne bien l'importance du recours a des
protéines thérapeutiques dont le processus de fabrication est contrélé.

De nos jours, les PtRIT constituent la quasi totalité (94%) des 168 bio-médicaments
commercialisés en France (Les entreprises du médicament, 2013 [en ligne]) et sont indiquées
dans de nombreux domaines thérapeutiques (rhumatologie : 8%, métabolisme : 11%, onco-
hématologie : 18%, infectiologie : 32%, etc.). Elles se déclinent en trois catégories (protéines
thérapeutiques : 42%, vaccins recombinants : 35%, anticorps monoclonaux : 17%) (figures 1

a 3) et possedent plusieurs indications médicales (tableau I).

Bio-médicaments

Issus du génie
génétique

recombinantes
d’intérét

Protéines
thérapeutique

Proteines
thérapeutiques

- Protéines de fusion

- Récepteurs solubles

- Cytokines, enzymes

- Facteurs plasmatiques
- Facteurs de croissance
- Hormones

Figure 1. Classification des bio-médicaments.
(Les entreprises du médicament, 2008, [en ligne])
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Rhumatologie
Neurologie 8%
3% Dermatologie
3%
Néphrologie
1%
Endocrinologie
6%
Gastroentérologie
Hépatologie
4%
Gynécologie
Métabolisme 2%

Ophtalmologie
Sog P 4

Transplantation 1%
Pneumologie 206

Diabétologie 2%
6%

Hémostase

cop Cardiologie

2%

Figure 2. Classification par aires thérapeutiques des 168 bio-médicaments
disponibles en France au 31 mai 2013.

(Les entreprises du médicament, 2013, [en ligne])

Facteurs de Facteursde pytres
croissance coagulation  gog s -
: nti-coagulants
Cytokmes\% 19? Anticorps
5%
Enzymes monoclonaux
8% 17%
Insuline
6%

Figure 3. Classification pharmacologique des 168 bio-médicaments
disponibles en France au 31 mai 2013.

(Les entreprises du médicament, 2013, [en ligne])
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e
Praotéines thérapeutiques Fenctions Exemples d'applications

Régulation du systéme immunitaire
Cytokines Ex : Interférons Hépatite B
Interleukines Cancers, VIH
Catalyse de réactions biochimigues
Enzymes Ex : Enzymes lysosomales Maladies lysosomales
Lipase gastrique Mucoviscidose
Régulation des fonctions de I'organisme
Hormones Ex : Insuline Diabéte
{Estrogénes Traitements de substitution hermonale
Régulation de lo coagulation du sang
Facteurs de coogulation

Ex : Facteur VIII Hemophilie

Stimulation du systéme immunitaire pour la production d’anticorps spécifiques

Ex : Hémagglutinine Vacein contre la grippe
Antigénes
Antigéne HB Vacein contre I'hépatite B
Allergénes Désensibilisation et troitement des allergies
Régulation du systéme immunitaire
) Sérothérapie, prévention des maladies hémolytiques
Anticorps Ex : Anticorps polyclonaux Pie, p G

du second nouveau-né

Cancérologie, transplantation d'organes, maoladies
Anticorps monoclonaux
auto-immunes

Tableau I. Exemples d’indications médicales des P{RIT.

(Dumas and Robert, 2009)

L’objectif de ce mémoire est de rapporter les résultats de I'étude des potentialités
antirhumatismales d’une forme tronquée recombinante d’une lectine, la galectine 3 (Gal-3).
Pour ce faire, dans la premiére partie, une mise au point bibliographique sera faite sur les
stratégies de production des PtRIT (chapitre 1), sur la physiopathologie de deux
rhumatismes chroniques fréquents, la polyarthrite rhumatoide (PAR) et I'arthrose (OA)
(chapitre 2) et enfin sur la galectine 3 (chapitre 3) et l'intérét de la cibler pour traiter ces
rhumatismes. Dans la deuxiéme partie, les résultats expérimentaux de la production d’'une
forme tronquée recombinante de la Gal-3, ainsi que ceux des tests préliminaires visant a

définir ses potentialités antirhumatismales, seront présentés.

23



Le procédé de production d’'une PtRIT doit répondre a plusieurs objectifs afin
d’obtenir un produit biologiquement efficace et sécurisé pour le patient. A ce titre, il doit
assurer un haut rendement de production et maintenir un produit de qualité en supprimant
les impuretés et contaminants dérivant de la chaine de production. Dans le 1° chapitre de la
partie bibliographique, trois sections seront développées : les étapes préliminaires a la
production d’'une PtRIT, les objectifs et enjeux de la production de ces protéines dans le
systeme bactérien Escherichia coli et enfin les aspects relatifs a leur purification et a leur
caractérisation. En somme, ce chapitre présentera la stratégie et les outils qui ont permis de
concevoir et de produire une forme tronquée recombinante de la Gal-3 dont les propriétés
semblent intéressantes pour le traitement de deux rhumatismes chroniques fréquents, la
polyarthrite rhumatoide et I'arthrose.

L'OA et la PAR sont caractérisées par des phénoménes inflammatoires et
dégénératifs (Société Francaise de Rhumatologie, [en ligne]). La prise en charge
médicamenteuse de I'OA n’est que symptomatique (antalgiques, anti-inflammatoires) et, a ce
jour, aucun traitement n’a permis de retarder I'évolution de la maladie (VidalReco, [en ligne]).
Quant a la PAR, sa prise en charge médicamenteuse est symptomatique mais aussi
étiologique grace a 'avénement des biothérapies ciblant les cytokines pro-inflammatoires et
les cellules immunitaires (VidalReco, [en ligne]). Néanmoins, de plus en plus de cas de non
réponse, d’échappement aux traitements ou de toxicité sont décrits (Association Francgaise
des polyarthrites, [en ligne]), ce qui justifie la nécessité de rechercher d’autres cibles
thérapeutiques. Parmi elles, figure la Gal-3 qui est une protéine sécrétée au cours de la
pathogenése de ces deux rhumatismes (Ohshima et al., 2003; Reboul et al., 2004) et qui
concourt a leur évolution défavorable.

La Gal-3 régule de nombreux mécanismes physiologiques inhérents a 'lhoméostasie
cellulaire (croissance, différenciation, apoptose, etc.) et pathologiques (prolifération tumorale,
métastase, inflammation chronique, fibrose, etc.). La plupart de ses effets bénéfiques sont le
résultat de son activité intracellulaire tandis que nombre de ses effets délétéres résultent de
son activité extracellulaire. Ainsi, dans le contexte de la PAR et de 'OA, de nombreux
travaux ont démontré qu’en localisation extracellulaire, la Gal-3 concourt a I'entretien de la
réaction inflammatoire et a la dégradation des tissus articulaires (Forsman et al., 2011;
Neidhart et al., 2005), ce qui en fait une cible thérapeutique potentielle pour le traitement de
ces deux pathologies (Li et al., 2011). L’enjeu du ciblage de cette protéine est de bloquer ses
effets extracellulaires sans affecter ses effets intracellulaires. Pour ce faire, nous avons
envisagé une stratégie de compétition de la Gal-3 extracellulaire par une forme tronquée
recombinante, d’affinité similaire pour ses ligands mais incapable d’engendrer les mémes

effets biologiques (Janelle-Montcalm et al., 2007; Nieminen et al., 2006).
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Chapitre 1

Stratégies de production des
protéines recombinantes d’intérét
thérapeutique

26



Section 1 - Etapes préliminaires a la production des protéines recombinantes

1. Clonage moléculaire (transgénése)

1.1. Principe

Le clonage moléculaire consiste a isoler un fragment d'/ADN complémentaire (codant
une protéine d'intérét) et a linsérer dans un vecteur de clonage. Celui-ci, de nature
plasmidique ou virale, est ensuite introduit dans des cellules hétes adaptées. Grace a leur

croissance dans un milieu sélectif, ces cellules permettent 'amplification du transgéne.

1.2. Isolement d’un fragment d’ADN d’intérét

Pour obtenir des fragments d’ADN complémentaire (ADNc, 3'—5’) codant la protéine
d’intérét (Ptl), il faut extraire les ARN totaux des cellules exprimant la Ptl et les rétrotranscrire
grace a une ADN synthétase ARN dépendante (transcriptase inverse).

Les ARN messagers (ARNm) contenus dans le pool d’ARN totaux sont reconnus par
la transcriptase inverse qui, en présence de nucléotides, génére de 'ADNc monocaténaire
(hybridé avec 'ARNm) qui sera ensuite amplifié par PCR (Polymerisation Chain Reaction).
Au début de la PCR, la température élevée permet de dénaturer I'hybride ARNm-ADNCc et
d’activer la Taq polymérase (ADN synthétase ADN dépendante, enzyme thermostable). Lors
du premier cycle d’amplification, I'enzyme synthétise le brin d’ADN sens (5 —3’) en utilisant
uniquement 'ADNc comme matrice. Dés le deuxiéme cycle de PCR, 'ADN bicaténaire
précédemment obtenu est dénaturé et chacun des brins sert de matrice pour la synthése de

l'autre. Au total, 'amplification aboutit a 2" copies d’ADN bicaténaire (figure 4).

5

3
B EECRNEESBEEOVERE R A
11 1

3" R ME KB DM, EEEEERERNO

Dénaturation de I’ADN bicaténaire (dés le 2¢ cycle)

ARN messager v
5 a s 3
‘ amorce g T T I T I T T T I T I T I T I I I}
Transcriptase inverse (RT) 3121 1131333133133 3333313 ¢
5 3
4l -4 nunnsnsanssns s unann 5 Hybridation des amorces a chaque brin d’ADN
ADN complémentaire simple brin — o
Dégradation de FARNm S TTTTTTTTTTTTTTTITITYTTIT Y
ion de la polymé > ¥ s
POYy 5 Primer 3 Primer
Amorce &' + 2333105000000
3 esEEEEEESEEEEEESEESEsEEEEESEEE; 5
Synthése du brin complémentaire du brin matrice
1¢ cycle d’amplification -
5 sammssmsssEEsssEsssEEEEEmsEmEn; 3 5 AN 3
3 snmmsssssssasssassses mmmmnmman 5 3_4‘ _.LI J_l -LlJ_I\/l _1_| -LI 1‘3 =
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Figure 4. Etapes de la transcription inverse et de la PCR.

(Pignon, 1998 ; New England Biolabs [en ligne])
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1.3. Insertion du transgéne dans un vecteur de clonage

Il existe plusieurs types de vecteurs de clonage (tableau Il). Les critéres de choix
reposent sur la taille du transgéne mais aussi sur la cellule hote dans laquelle sera introduit
le vecteur. Les plus couramment utilisés étant les plasmides, seules les caractéristiques de

ceux-ci seront détaillées par la suite.

Vecteur Cellule hote Taille du transgéne (kb)
Plasmides Bactérie 0,5-10
Bactériophages (virus infectant les bactéries) Bactérie 10-20
Bacterial Artificial Chromosome Bactérie 50 - 300
Yeast Artificial Chromosome Levure 100 - 2000
Virus (adénovirus, rétrovirus, lentivirus, etc) Cellule animale variable

Tableau Il. Différents vecteurs de type ADN.

(Perrin-Schmitt, 2011)

Un plasmide est une molécule d'ADN circulaire extra-chromosomique dotée d’une
capacité d’auto réplication et, essentiellement retrouvée a I'état naturel dans les organismes
procaryotes (figure 5) (Palomares et al., 2004). Pour des applications de biotechnologies, ce

sont des plasmides purifiés et commercialisés qui sont utilisés.

Chromosorme

Figure 5. Représentation schématique d’une bactérie.

Plasmide -

(Pronovost M, 2013, [en ligne])

Les plasmides possédent plusieurs caractéristiques justifiant de leur usage pour la
transgénése. En effet, compte tenu de leur petite taille, ils sont faciles a isoler, a purifier, et a
réintroduire dans une autre cellule hoéte. Leur origine de réplication permet le maintien du
transgéne dans la cellule h6te recombinante (CHR) et leurs marqueurs de sélection (génes
de résistance a des antibiotiques, géne lacZ, etc.) facilitent le criblage des CHR. De plus, les
plasmides possédent un site dit de « multi clonage » reconnu par de nombreuses enzymes
de restriction. Celles-ci ont pour réle d’exciser le vecteur et le transgéne de facon spécifique
et complémentaire afin que la ligase, une autre enzyme, puisse catalyser leur recombinaison
(ligation) (figures 6 a 8). Il faut noter que la ligation n'est pas effective a 100%. Il existe 3
« espéces » d’ADN dans le milieu post-ligation : le transgéne (circularisé), le plasmide vide

re-circularisé (si les extrémités sont compatibles) et le plasmide recombinant (figure 9).
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EcoR1 i

o
S |

Promoteur
inductible

Origine de" b 1
réplication - m-ﬂ-
ampf ADN
recombinant
Figure 6. Plasmide contenant les génes Figure 7. Mode d’action d’une enzyme de
amp', lacZ et le site de restriction EcoRl. restriction. Exemple d’EcoRI.
(Pronovost M, 2013 [en ligne]) (Pronovost M, 2013 [en ligne])

/= +

Transgéne

Plasmide Plasmide
recombinant

Figure 8. Recombinaison entre un transgéne et un plasmide sous I’action de la ligase.

(Pronovost M, 2013 [en ligne])

ADN
lacs e

Promoteur Exogéne

inductible

EcoRT désachve

Qrigine de "%
réplication
amﬂr amp-’
Plasmide Plasmide ADN exogéne
re-circularisé recombiné circularisé

Figure 9. Espéces d’ADN retrouvés dans un milieu réactionnel de ligation.
NB : le schéma n’est pas a 'échelle

(Pronovost M, 2013 [en ligne])
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1.4. Insertion de I’ADN recombinant dans une cellule héte

L’insertion de 'ADN recombinant (ADNr) dans une cellule-hoéte est possible par des
techniques chimiques (lipofection), électriques (électroporation) ou mécaniques (biolistique).
Quand de 'ADN « nu » est inséré dans une cellule héte, on parle de transformation (cellule
procaryote) ou de transfection (cellule eucaryote). Le terme transduction est utilisé quand
'ADNr est encapsidé dans des Pt virales de bactériophages (cellules procaryotes) ou

d’autres virus (cellules eucaryotes) (Perrin-Schmitt, 2011).

1.5. Sélection des cellules hotes recombinantes

L’insertion de 'ADNr dans les cellules hbtes n’est pas effective a 100% et a ce stade,
il existe trois population de cellules : les non modifiées, celles qui ont internalisé le vecteur
non recombinant (sans le transgéne) et celles qui ont internalisé le vecteur recombinant
(avec le transgéne). Pour les séparer, elles sont cultivées dans un milieu sélectif contenant
un antibiotique. Dans le cas d’un systéme d’expression bactérien, le milieu sélectif peut aussi
contenir du lactose si le vecteur utilisé contient le géne lacZ. Ce géne code une -
galactosidase, enzyme capable d’hydrolyser des B-galactosides et d’engendrer des colonies
bactériennes bleues. Comme l’illustre la figure 10, seules les bactéries ayant internalisé un
plasmide sont capables de croitre sur milieu sélectif, car résistantes a I'antibiotique. Celles
qui parmi elles, ont recu le plasmide reconstitué, donc qui possédent un gene lacZ intact, se
colorent en bleu. Les autres, celles qui ont recu le plasmide recombinant n’ont plus de géne

lacZ (car le transgéne a été inséré a cet endroit) et demeurent donc blanches.

Plasmide @ ADN
R 2
Digestion avec un N SoBSne

enzyme de

\ restriction /
N

/ Ligation Y \

O

Plasmide reconstitué

Plasmide | recombiné ADN | circulaire

Colonies bleues Colonies  blanches Aucune colonie

Milieu contenant de I'antibiotique et du lactose

Figure 10. Vue d’ensemble du clonage d’un géne.

(Pronovost M, 2013, [en ligne])
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Une fois isolées, les CHR sont cultivées en masse afin de pouvoir extraire et purifier
une quantité importante de plasmides contenant '’ADNr qui sera ensuite sous-cloné dans un
vecteur plasmidique d’expression, lui-méme inséré dans des cellules hétes. En plus des
caractéristiques des plasmides de clonage, un plasmide d’expression posséde des éléments
indispensables a I'expression d’'un géne (promoteur inductible assurant la transcription des
genes en aval, éléments d’initiation et de terminaison de la transcription, éléments de
stabilisation des transcrits, etc). Une séquence codante pour un tag, petit peptide facilitant la
purification des PtR exprimées, peut aussi étre présente. Tous ces aspects seront
développés dans la section 2 de ce chapitre.

A la fin du clonage, une partie des CHR est conservée a -80°C ou dans de l'azote
liquide, sous forme de banque cellulaire, pour garantir la reproductibilité des lots d’ADNr

cloné et des PtR exprimées.

2, Choix d’un systéeme d’expression des protéines recombinantes

2.1. Critéres de choix

Les critéres de choix d’une cellule ou d’un organisme héte reposent notamment sur
les propriétés de la protéine a produire, celles de I'héte lui-méme, sur le colt de production,
sur la durée requise entre le clonage du géne et la caractérisation finale de la Ptl, sur les
contraintes réglementaires, etc. (Betton and Chaffotte, 2005).

Concernant la Ptl, il est nécessaire de connaitre le compartiment cellulaire dans
lequel elle exerce son activité biologique, ainsi que les propriétés physicochimiques
(solubilité) et structurales garantissant cette activité (conformation, présence ou non de ponts
disulfures ou d’autres modifications post-traductionnelles comme les glycosylations), etc. Il
est important également que sa purification et sa caractérisation finale soient faciles et
reproductibles.

Quant a I'héte, il doit étre simple a utiliser, parfaitement caractérisé (type procaryote
ou eucaryote), capable d’internaliser un transgéne, de résister aux contraintes de culture
cellulaire ou de fermentation a grande échelle, et de synthétiser la Ptl en quantité suffisante.

Les principaux types de cellules ou d’organismes utilisés pour la transgénése sont les
bactéries, les levures, les cellules d'insectes associées au baculovirus, les cellules de

mammiféres, les animaux et plantes transgéniques.
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2.2. Bactéries

2.2.1. Especes utilisées

Escherichia coli, bactérie Gram a négatif, est la principale bactérie utilisée en
biotechnologie car sa génétique est bien connue et elle posséde de nombreuses souches
disponibles. D’autres bactéries (Bacillus spp, Lactococcus lactis, Caulobacter crescentus et

Streptomyces lividans) sont utilisées mais de fagon anecdotique (Sodoyer, 2004).

2.2.2. Avantages et inconvénients de ce systéeme

Les bactéries sont faciles a cultiver a I'échelle industrielle : leur croissance est rapide
et possible en fermenteurs. Elles permettent d’obtenir des rendements élevés de Ptl : E. coli
peut produire des PtR jusqu’a 80% de son poids sec (Demain and Vaishnav, 2009).

Néanmoins, elles sont incapables d’effectuer des modifications post-traductionnelles
complexes propres aux mammiféres (repliement optimal, glycosylations, association de
sous-unités, y-carboxylation, etc.), ce qui limite leur utilisation a la production de
biomolécules simples. De plus, chez les bactéries, certains codons sont rares et donc peu
utilisés lors de la traduction protéique alors qu'ils le sont usuellement chez les mammiféres.
Par conséquent il peut survenir des anomalies de traduction d’'une Ptl eucaryote possédant
des acides aminés correspondant a des codons rares pour la bactérie hote. Par ailleurs, du
fait de leur faible potentiel de sécrétion (Sodoyer, 2004), il est souvent nécessaire de lyser
les bactéries pour récupérer la Ptl, ce qui complexifie le procédé d’extraction-purification et
nuit aux rendements de purification (Dumas and Robert, 2009). En outre, lors de ces étapes,
il Nest pas rare que la préparation de PtR soit contaminée par des endotoxines (ou
lipopolysaccharide : LPS) (Palomares et al., 2004). Si la PtR est destinée a traiter des
cellules en culture ou a étre injectée a des mammiféres, le LPS devra étre impérativement
éliminé de la préparation, étape supplémentaire exposant a une diminution du rendement de
production.

Contrairement a E. coli, les Bacillus utilisés ne possédent pas d’endotoxines et sont
donc intéressants pour l'expression de protéines thérapeutiques destinées a l'usage
parentéral. lls ne forment pas de corps d’inclusion (Cl) (agrégats issus du mauvais
repliement et donc de linsolubilité de la Ptl) mais au contraire, ils sont capables de sécréter
la Ptl directement dans le milieu de culture. Cela facilite la purification de la Ptl, qui
néanmoins, est diluée, ce qui influence le rendement de production. De méme, la protéolyse
massive qui peut s’observer du fait de la présence de protéases bactériennes affecte ce
rendement (Diaz Martinez V. et Martos M.C., 2011).
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2.2.3. Exemples de protéines recombinantes produites par ce systéme

Depuis des décennies, de nombreuses PtRIT sont produites par E. coli : hormones,

facteurs de croissance, cytokines, enzymes, etc. (Demain and Vaishnav, 2009) et, nombre

d’entre elles sont actuellement commercialisées en France (tableau llI).

Nature de la

DCI

Classe pharmacologique

Domaine thérapeutique
d’utilisation

Laboratoire

PtRIT Composition (+ exemples dindications) exploitant
G . Inhibiteur de la néo- Ophtalmologie
Ac monoclonal | Ranibizumab (Lucentis®) vascularisation (anti-VEGF) (DMLA) Novartis
Adesleukine (Proleukin®) Immuno-modulateurs (IL-2) . Oncglog|e .
(adénocarcinome rénal)
Interféron a 2a (Roféron®) Onco-hématologie Roche
(leucémies, lymphomes,
. myélomes, mélanomes,
Immunostimulant cancers rénaux et
Interféron o 2 (Introna®) (interféron) cutanés...) Merck
. Infectiologie
Cytokine ou (hépatites virales B et C)
facteur de Fil (N Oncolodie
croissance ilgrastim (Neupogen®) Immunostimulants (facteur sduction d 9 tropéni
Pegilgrastim (Neulasta®) de croissance : G-CSF) (réduc lon des neutropenies
egiig ' post chimiothérapie cytotox) |, -
Stimulant de Hémostase 9
Romiplostim (Nplate®) I’'hématopoiése (facteur de (purpura thrombopénique
croissance plaquettaire) auto-immun ou idiopathique)
Endocrinologie Ipsen
Mécasermine (Increlex®) Facteur de croissance (IGF) | (retards de croissance liés a P
o Pharma
un déficit en IGF)
Anti-thrombotique Hémostase
Enzyme Rétéplase (Rapilysin®) (activateur du (traitement thrombolytique Activis
plasminogéne) des suspicions d’'IDM)
. . . - Eli Lilly /
Insuline (Umuline® / Insuman®) Hormonelhypoglycgmlante Metabolls'me‘et nutrition Sanofi
(insuline humaine) (diabéte) .
Aventis
Hormone Endocrinologie
Somatropine (Umatrope® / Hormone de croissance (retards de croissance liés a Lilly /
Omnitrope®) humaine un déficit en hormone de Sandoz

croissance)

Tableau lll. Exemples de PtRIT produites dans E. coli et commercialisées en France.

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor (facteur de croissance de I'endothélium vasculaire). DMLA : dégénérescence
maculaire liée a I'age. IL : interleukine. IDM : infarctus du myocarde. G-CSF : Granulocyte Colony-Stimulating Factor (facteur de
croissance de la lignée des granulocytes). IGF : Insulin-Like Growth Factor (facteur de croissance insulino-mimétique).

2.3.

2.3.1.

(Vidal [en ligne] ; Les Entreprises du Médicament, 2013, [en ligne])

Levures et champignons filamenteux

Espéces utilisées

Les levures utilisées pour la production de PtRIT sont Saccharomyces cerevisiae

(levure de biére) et Pichia pastoris. Quant aux champignons filamenteux, ce sont ceux du

genre Aspergillus qui sont le plus souvent utilisés.
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2.3.2. Avantages et inconvénients de ce systéme

Les levures et champignons filamenteux offrent les mémes facilités expérimentales et
industrielles (Liu et al.,, 2012) que les bactéries mais possédent des avantages
supplémentaires. Les Aspergillus spp sont par exemple capables d’intégrer le transgéne
dans leur génome et permettant ainsi une expression stable a long terme. Par ailleurs, ils
sont tous capables de sécréter la PtR (Jayaraj and Smooker, 2009) dans le milieu de culture
avec des rendements intéressants (25 g/L pour la glucoamylase produite par Aspergillus
niger) (Demain and Vaishnav, 2009). En outre, ils peuvent opérer plusieurs types de
modifications post-traductionnelles comme le repliement, la formation de ponts disulfures et
les glycosylations (Demain and Vaishnav, 2009; Palomares et al., 2004).

Malgré leurs avantages apparents, les levures et champignons filamenteux
présentent des inconvénients qui limitent leur usage. lls sont peu adaptés a la production de
PtR nécessitant une glycosylation de type mammalien puisqu’ils privilégient I'incorporation
de mannose, or ces résidus sont immunogénes pour les mammiféres (Palomares et al.,
2004). lls sont également peu adaptés pour la production de protéines trés complexes
comme les anticorps monoclonaux (Dumas and Robert, 2009). De plus, les champignons
filamenteux expriment des protéases, ce qui peut diminuer le rendement de production de la
PtiR. Les hotes du genre Pichia hébergent en général des transgénes dont I'expression est
sous la dépendance d’un promoteur inductible par le méthanol. Or cet alcool est trés
inflammable et trés toxique non seulement pour la levure (en cas d’accumulation), mais

aussi pour les humains pour lesquels est destinée la PtR produite (Palomares et al., 2004).

2.3.3. Exemples de protéines recombinantes produites par ce systéme

En recherche académique, S. cerevisiae, P. pastoris et Aspergillus spp ont déja été
utilisés pour produire plusieurs PtR : des hormones (insuline, glucagon), des facteurs de
croissance (GM-CSF, EPO, PDGF), des facteurs anticoagulants (hirudine), des cytokines
(IL-2, TNF), des enzymes (urate oxydase), etc. (Demain and Vaishnav, 2009).

Dans le tableau IV figurent des exemples de PtRIT produites par S. cerevisiae

actuellement commercialisées en France.
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Domaine thérapeutique

Nature de la DCI Classe d’utilisation Laboratoire
PtRIT Composition pharmacologique (+ exemples d’indications) exploitant
Onco-hématologie
Chimioprotecteur (traitement et prévention de
Enzyme Rasburicase (Fasturtec®) (analogue de l'urate I'hyperuricémie liée a la lyse | Sanofi Aventis
oxydase) tumorale suivant l'initiation
d’une chimiothérapie)
Hormone Métabolisme et nutrition
Glucagon (Glucagen®) lvcogénolvtiaue (hypoglycémies sévéres
glycog yiq des patients insulino-traités)
Hormone
Insuline aspartate (Novomix®) hypoglycémiante
Hormone (analogue de Finsuline) NovoNordisk
Hormone . . -
. . . . - Métabolisme et nutrition
Insuline détemir (Levemir®) hypoglycémiante L
b : (diabéte)
(analogue de l'insuline)
Insuline (Actrapid®, Mixtard®, h Hcirmpng
Insulatard®) nypog ycemlapte
(insuline humaine)
Infectiologie

(vaccination contre la

Vaccins combinés viraux diphtérie, le tétanos, la
et bactériens poliomyélite, la coqueluche,

I’hépatite B et les infections

+ Ag HBs du VHB a H. influenzae b)

(Infarix Hexa®)

GlaxoSmithKline

. Infectiologie
re c\;?:lgilga nt ?r%v:ﬁj(é;mm (vaccination contre les
Vaccins contre les hépatites A et B)
Ag HBs (VHB) (Engerix®) hépatites Infectiologie
(vaccination contre
Ag HBs (VHB) (Hbvaxpro®) I'hépatite B)
Infectiologie

Protéines L1 du Papilloma
virus humain, sérotypes 6, 16, Vaccin viral
11, 18 (Gardasil®)

(prévention des lésions | Sanofi Pasteur

génitales précancéreuses
dues au papilloma virus)

Tableau IV. Exemples de PtRIT produites dans S.cerevisiae et commercialisées en France.

Les principes actifs écrits en gris sont produits dans un systéme d’expression autre que celui traité ici. B. pertussis : Bordetela
pertussis (agent de la coqueluche). (i) : inactivés. Ag HBs du VHB : antigéne de surface du virus de I'hépatite B.

(Vidal [en ligne] ; Les Entreprise du Médicament, 2013, [en ligne])

2.4. Baculovirus en cellules d’insectes

2.4.1. Lignées utilisées

Les trois principales lignées cellulaires d’insectes utilisées sont les Sf9 et Sf21
(issues du papillon Spodoptera frugiperda) et la lignée Hi5 (issue du papillon Trichoplusia ni).
Les cellules sont infectées par des baculovirus dans lesquels le transgéne a été intégré. Ces
virus sont naturellement pathogénes pour les insectes et les arthropodes mais pas pour les

organismes vertébrés (Demain and Vaishnav, 2009; Dumas and Robert, 2009).
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2.4.2. Avantages et inconvénients de ce systéeme

La production de PtR dans des cellules ou des larves d’insectes est facilement
industrialisable puisque la culture en suspension dans des bioréacteurs est possible (Demain
and Vaishnav, 2009).

Avec ce systéme d’expression, non seulement il 'y a pas de limite de taille du
transgéne intégré mais en plus, plusieurs génes peuvent étre exprimés simultanément
(Demain and Vaishnav, 2009). Le transgéne intégré dans le génome viral étant sous la
dépendance d’'un promoteur fort (celui de la polyhédrine), son niveau d’expression est
important. En effet, la quantité de PtR produite peut représenter 30% des protéines
cellulaires totales et le rendement peut atteindre 11 g/L de culture (Demain and Vaishnav,
2009; Jayaraj and Smooker, 2009). Soit la PtR est sécrétée dans le milieu de culture et cela
nécessite bien souvent de cloner une séquence signal d’insecte en 5’ du transgéne (Diaz
Martinez V. et Martos M.C., 2011), soit elle y est relarguée aprés la lyse cellulaire liée a
l'infection virale. Sa purification a partir du surnageant est par conséquent facile a effectuer.
Cependant, si le recueil du surnageant intervient tard, la PtR peut subir 'action de protéases
cellulaires aboutissant ainsi a la réduction du rendement (Dumas and Robert, 2009).

Par ailleurs, comparées aux bactéries ou aux levures, les cellules d’insectes sont
capables d’opérer des modifications post-traductionnelles proches de celles effectuées par
les cellules de mammiféres (repliement, glycosylations, formation de ponts disulfures,
phosphorylations, acylations). Néanmoins, il peut arriver que ces modifications soient
imparfaites (mauvais repliement, hypo ou hyper-glycosylations...) (Demain and Vaishnav,
2009; Jayaraj and Smooker, 2009).

2.4.3. Exemples de protéines recombinantes produites par ce systeme
Historiquement, ce systéme d’expression a été développé pour I'expression de
linterféron B humain en 1983. Depuis lors, plusieurs PtR antigéniques produites par ce
systeme ont été testées en tant que vaccins contre de nombreux virus (virus de
limmunodéficience humaine, virus de I'hépatite C, virus respiratoire syncytial, entérovirus,
virus de la dengue, rotavirus, etc.) sans jamais voir le jour en tant que médicament. Seuls le
vaccin vétérinaire anti circovirus Ingelvac CircoFlex® (laboratoire Boehringer Ingelheim) et le
vaccin humain anti papillomavirus Cervarix® (laboratoire GlaxoSmithKline) sont
commercialisés en France (Jayaraj and Smooker, 2009 ; Vidal [en ligne] ; Les Entreprises du

Médicament, 2013, [en ligne]).
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2.5. Cellules de mammiféres

2.5.1. Lignées utilisées

Plusieurs lignées cellulaires de mammiféeres sont habituellement utilisées pour la
production de PtR complexes (anticorps monoclonaux, facteurs de la coagulation, etc)
(Sodoyer, 2004). Parmi elles figurent des cellules de hamster (ovariennes : CHO, rénales :
BHK), des cellules murines (myélomateuses : Sp2/0, plasmocytomateuses : NSO), des
cellules humaines (embryonnaires rénales ou fibroblastiques : HEK ou MRC5, rétiniennes :
PER.CG6, cervicales : HelLa, lymphocytaires T : Jurkat), etc. (Demain and Vaishnav, 2009;
Dumas and Robert, 2009; Wurm, 2004).

2.5.2. Avantages et inconvénients de ce sytéme

Les cellules de mammiféres sont trés utiles pour la production de PtR de haut poids
moléculaire et/ou nécessitant des modifications post-traductionnelles complexes (Demain
and Vaishnav, 2009).

Ces cellules sont cultivées dans des milieux spécifiques enrichis en sérum de veau
foetal (SVF) pour leur apporter des facteurs de croissance. Les PtR produites sont sécrétées
dans le milieu, ce qui devrait faciliter leur purification. Cependant en pratique, il est parfois
difficile de séparer la PtR des nombreuses Pt contenues dans le milieu enrichi en SVF
(Palomares et al., 2004), ce qui peut expliquer des rendements de production modestes (3 a
5 g/l dans les CHO) (Demain and Vaishnav, 2009).

Par ailleurs, il est difficile d’'industrialiser la culture de certaines de ces cellules car
elles ne supportent pas bien les conditions en bioréacteurs (risque potentiel de déplétion en
oxygene, d’accumulation de métabolites toxiques et donc d’apoptose et de diminution de la
production de la PtR) (Palomares et al., 2004). Il faudrait adapter les chaines de production,
ce qui implique de gros investissements et des colts importants, en plus de ceux des milieux
spécifiques et du SVF (Dumas and Robert, 2009; Wurm, 2004).

Enfin, du fait de I'utilisation de SVF, le risque de contamination des préparations de
PtR par des virus ou des prions n’est pas exclu (Demain and Vaishnav, 2009). C’est la
raison pour laquelle, le SVF est de moins en moins utilisé et les milieux de plus en plus
supplémentés en nutriments et facteurs de croissance purs (Wurm, 2004).

Les industriels ont apporté plusieurs solutions aux inconvénients de la production de
PtR en cellules de mammiféres (optimisation des milieux de culture, diminution des colts et
risques biologiques, etc.). Cela explique que ce systéme d’expression reste le plus utilisé
actuellement ; en effet, la moitié des anticorps monoclonaux sont produits par des CHO
(Dumas and Robert, 2009).
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2.5.3. Exemples de protéines recombinantes produites par ce systéme

L'utilisation des cellules de mammiféres date des années 80 quand le besoin en

protéines glycosylées (érythropoiétine : EPO, Tissue Plasminogéne activator : tPA), s’est fait

sentir. Depuis, elles restent les cellules de choix pour produire des anticorps monoclonaux

ou d’autres PtR complexes. Dans les tableaux V a VIl figurent quelques PtRIT produites par

différents types de cellules de mammiféres et actuellement commercialisées en France.

Nature de la

DCI

Classe

Domaine thérapeutique
d’utilisation

Laboratoire

PtRIT Composition pharmacologique (+ exemples d’indications) exploitant

pgent antvombatcue | STORISNETenase

Abciximab (Réopro®) | (inhibition du récepteur de Car%ia o8 ischami ue‘; ho des Lilly
la GPlIb/llla plaguettaire) ralaques ques ¢ :

patients subissant une angioplastie)
. . Immunosuppresseur Rhumatologie .
Canakinumab (llaris®) (inhibiteur de I'lL-1B) (AJI, arthrite goutteuse) Novartis
Anticorps Rhumatologie
monoclonal (polyarthrite rhumatoide,
L. - Immunosuppresseur spondylarthrite ankylosante)
Infliximab (Rémicade®) (inhibiteur du TNF o) Hépato-gastro-entérologie Merck

(maladie de Crohn, RCH)
Dermatologie (psoriasis)

Cétuximab (Erbitux®)

Immuno-modulateur
(inhibiteur de 'TEGFR)

Oncologie (carcinome épidermoide
de la téte et du cou, CCR)

Tableau V. Exemples de PtRIT produites dans des cellules murines et commercialisées en France.

GP : glycoprotéine. AJI : arthrite juvénile idiopathique. TNF—a : facteur de nécrose tumorale. RCH : rectocolite hémorragique.
EGFR : Epidermal Growth Factor Receptor (récepteur du facteur de croissance épidermique). CCR : cancer colorectal métastatique.

(Vidal [en ligne] et Rapport «Biomédicaments », Les Entreprises du Médicament, 2013, [en ligne])

Nature de la DCI Classe Domam,e Er!era.peuthue Laboratoire
PtRIT Composition pharmacologique d ut|I|sa_t|o_n . exploitant
(+ exemples d’indications)
Virus grippal vivant atténué Vaccin vivant Infectiologie AstraZénéca

Vaccin
recombinant

(Fluenz®)

atténué

(vaccination contre la grippe)

Rabique Pasteur ®)

Virus rabique inactivé (Vaccin

Virus inactivés (i) de la

poliomyélite (Imovax Polio®)

Vaccin vivant
inactivé

Infectiologie
(vaccination contre la rage)

Infectiologie
(vaccination contre la poliomyélite)

Sanofi Pasteur

(Infarix Hexa®)

+ Virus (i) de la poliomyélite

Vaccins combinés
viraux et bactériens

Infectiologie
(vaccination contre diphtérie,
tétanos, poliomyélite, coqueluche,
I'hépatite B et les infections a H.
influenzae b)

Rotavirus humain atténué
(Rotarix®)

Vaccin vivant
atténué

Infectiologie (vaccination contre les
infections a Rotavirus)

Glaxo
SmithKline

Tableau VI. Exemples de PtRIT produites dans des cellules simiennes et commercialisées en France.

Les principes actifs écrits en gris sont produits dans un systéme d’expression autre que celui traité ici.

(Vidal [en ligne] et Rapport «Biomédicaments », Les Entreprises du Médicament, 2013, [en ligne])
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Nature de la

DCI

Classe pharmacologique

Domaine thérapeutique
d’utilisation

Laboratoire

PtRIT Composition (+ exemples d’indications) exploitant
Oncologie
Inhibiteur de la résorption (perte osseuse associée a un ut
Dénosumab (Prolia®) 0SSEUSe hor.mono—ablatlf chez les patients
o atteints d’un cancer de la prostate)
(inhibiteur de RANKL) Rhumatologie Amgen
(ostéoporose post ménopausique)
. L Immuno-modulateur Oncologie
Panitumumab (Vectibix®) (inhibiteur de 'TEGFR) (cancer colorectal S?ne’tastatique)
Anticorps oL . Immuno-modulateur Onco-hématologie (LNH, LLC
monoclonal | Rituximab (Mabthéra®) (inhibiteur du CD20) Rhumatolggie( (PR) :
Oncologie
. . . Immuno-modulateur cancer colorectal métastatique,
Bévacizumab (Avastin®) (inhibiteur du VEGF) cegncer du sein, cancer bronchique, R
. o oche
cancer du rein, cancer de I'ovaire)
. Immuno-modulateur Oncologie
Trastuzumab (Herceptin®) (inhibiteur de HER 2) (cancer du sein, cagcer gastrique)
- Immunosuppresseur Rhumatologie
Tocilizumab (Roactemra®) (inhibiteur dF;F; 'IL-6R) (PAR, AJIg)
. . Immunostimulant Neurologie
Interféron B 1a (Rebif®) (interféron) (Sclérose en%laque) Merck
Stimulant de 'hématopoiése Néphrologie et onco-hématologie
Darbépoétine a(Aranesp®) (analogue de 'EPO) (anémie du patient IRC ou sous Amgen
Cytokine ou chimiothérapie cytotoxique)
facteur de | Méthoxy-PEG- Stimulant de 'hématopoiese Néphrologie Roche
croissance | Epoétine p (Mircera®) (analogue de 'EPO) (anémie du patient IRC)
Dibotermine o (Inductos®) Stimulant de I'ostéogenese Medtronic
(analogue de BMP2) Rhumatologie/traumatologie Biopharma
Eptotermine o (Osigraft®) Stimulant de I'ostéogenese (induction osseuse en chirurgie) Howmedical
P 9 (analogue de BMP7) international
Octocog o (Advate® ; Facteur de la coagulation Hémostase Baxter SAS ;
Facteur de la | Kogénate®) (facteur VIII) (hémorragies du patient HA) Bayer
coagulation Nonacog o (Bénéfix®) Facteur de la coagulation Hémostase Pfizer
g (facteur IX) (hémorragies du patient HB)
Mucolytique Pneumologie .
Enzyme Dornase a (Pulmozyme®) (désoxyribonucléase) (encombrement bronchique du Roche
patient mucoviscidique)
Choriogonadotropine Hormone sexuelle et Gynécologie - procréation
H (Ovitrelle®) ; (anovulation - oligovulation)
ormone Follitropine + Lutropine modulateu’r Qe la fonction Gvnécologi Merck
- tale o gie
(Pergoveris®) geni (déficit sévére en LH et FSH)
Vaccin Ag HBs (Génhévac®) Vaccins contre les hépatites (Vaccinatil;f?:((:)t;c;:'c;%!ﬁ épatite B) PS aasrtlg::'r
. Immunosuppresseur Rhumatologie Bristol Myers
Divers |2 tacept (Orencia®) (PtTF analogue du CTLA-4) (PAR, AJ]) Squibb
Etanercept (Enbrel®) Immunosuppresseur Rhumatologie (PAR, AJl, SpA) Pfizer

(PtTF analogue du sTNFR)

Dermatologie (psoriasis)

Tableau VII. Exemples de PtRIT produites dans des cellules de hamster et commercialisées en France.

Les principes actifs écrits en gris sont produits dans un systéme d’expression autre que celui traité ici. RANKL : Receptor
Activator of Nuclear factor Kappa-B ligand (ligand du récepteur RANK), situé a la surface des ostéoclastes, cellules impliquées
dans la résorption osseuse. EGFR / HER2 : Epidermal Growth Factor Receptor / Human Epidermal growth factor Receptor
(récepteurs du facteur de croissance épidermique). CD20 : glycoprotéine transmembranaire des lymphocytes B. LNH:
lymphome non hodgkinien. LLC : leucémie lymphoide chronique. PAR : polyarthrite rhumatoide. VEGF : Vascular Endothelial

Growth Factor (facteur de croissance de

I'endothélium vasculaire),

impliqué dans

'angiogénése et de

la néo-

vascularisation pendant les processus tumoraux. IL-6R : récepteur de linterleukine 6. EPO : érythropoiétine. AJI : arthrite
juvénile idiopathique. IRC : insuffisant rénal chronique. BMP2/7 : facteurs de croissance impliqués dans I'ostéogenése. HA/HB :
hémophilie A/B. Ag HBs : antigéne de surface du virus de I'hépatite B. PtTF : protéine thérapeutique de fusion. CTLA-4 :
Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 (protéine transmembranaire associée aux lymphocytes T et qui régule leur
activation). sTNFR : soluble Tumor Necrosis Factor Receptor (récepteur soluble du facteur de nécrose tumorale). SpA:
spondylarthrite ankylosante.

(Vidal [en ligne] et Rapport «Biomédicaments », Les Entreprises du Médicament, 2013, [en ligne])
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Nature de la DCI

Classe

Domaine thérapeutique
d’utilisation

Laboratoire

PtRIT Composition pharmacologique (+ exemples d’indications) exploitant
Infectiologie
o (vaccination contre la rougeole, les
+ Virus de la rubéole (Priorix®) VaC(t:tlr" vivant oreillons et la rubéole)
atténué ; ;
Virus de la varicelle (Varilrix®) . .Infectlologle .
(vaccination contre la varicelle) GlaxoSmithKline

Vaccin Infectiologie

. VHA inactivé (Havrix®)
recombinant

Vaccins contre les

(vaccination contre I'hépatite A)

VHA inactivé +
(Tyavax®)

Vaccins combinés
viraux et bactériens

VHA inactivé hépatites Infectiologie (vaccination contre les
(Twinrix®) hépatites A et B)
Infectiologie

(vaccination contre I'hépatite A et
la fievre typhoide)

Sanofi Pasteur

Tableau VIIl. Exemples de PtRIT produites dans des cellules humaines et commercialisées en France.

Les principes actifs écrits en gris sont produits dans un systéme d’expression autre que celui traité ici. VHA : virus de I'hépatite
A ; Ag HBs du VHB : antigéne de surface du virus de I'hépatite B.

(Vidal [en ligne] et Rapport «Biomédicaments », Les Entreprises du Médicament, 2013, [en ligne])

2.6.

Animaux transgéniques

2.6.1. Espéces animales utilisées

La plupart des animaux transgéniques utilisés pour produire des PtR sont des

mammiféres : de la souris a la vache, en passant par le lapin, la brebis, la chévre ou encore
le cochon. Des animaux non mammiféres sont aussi utilisés, notamment des espéces
aviaires pour une production de PtR dans le blanc d’ceuf (Demain and Vaishnav, 2009;
Dumas and Robert, 2009).

Il existe différentes techniques de transgénése applicables (Houdebine, 2009) :
- microinjection de géne dans un des pronoyaux des embryons (figure 11)
- transfert de noyaux contenant '’ADN dans des ovocytes énucléés (figure 12)
- infection par des vecteurs lentiviraux
- fécondation des spermatozoides préalablement incubés avec 'ADN a transférer

- formation de chiméres a 'aide de cellules souches embryonnaires portant le transgéne
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ala brebis A

Figure 11. Transgénése par micro-injection.

(Rinderknecht F-A et Zufelt M, [en ligne])

Figure 12. Clonage par transfert de noyaux.

(Pirre F, 2012, [en ligne])

2.6.2. Avantages et inconvénients de ce systéeme

Les animaux transgéniques offrent la possibilité d’effectuer des glycosylations tres
complexes et d’obtenir des PtR actives directement dans les liquides biologiques (lait, salive,
sang, plasma séminal, sueur, urine, etc.). Cette sécrétion facilite le recueil des PtR mais il
peut étre difficile de les séparer des protéines animales endogénes et donc de standardiser
le protocole de purification (Houdebine, 2009; Philippe et al., 2009).

Le choix de I'espéce doit prendre en compte plusieurs paramétres dont la durée des
cycles reproductifs de I'animal. Plus celui-ci est grand, plus la durée de son cycle reproductif
est incompatible avec le développement pharmaceutique. Ainsi, si la vache apparait comme
animal le plus intéressant en termes de volumes laitiers (8000 L/an) et de maitrise des
technologies de fractionnement du lait, ses durées de maturation sexuelle puis de gestation
sont peu compatibles avec le cycle de développement d’'un médicament. En effet, il faut au
minimum 36 mois pour obtenir les premiers laits a partir d’'une vache transgénique, contre a
peine a 12 mois pour une lapine transgénique. Ce dernier modéle, élevé avec un statut
sanitaire controlé est capable de produire 8 a 15 litres de lait par an et se révéle donc
intéressant pour la production de petites quantités de PtR (jusqu’a 10 kg), ce qui permettrait
d’alimenter les marchés de niche. Le modéle de chévre transgénique quant a lui, semble
présenter le meilleur rapport entre la durée de gestation (5 mois), les volumes de lait produits
(1000 L/an) et le degré de mécanisation des technologies d’élevage et de traite (Demain and
Vaishnav, 2009; Dumas and Robert, 2009; Houdebine, 2009).
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Les quantités de PtR retrouvées dans le lait des mammiféres transgéniques utilisés
sont de l'ordre de quelques centaines de milligrammes a quelques grammes par litre de lait.
Ceci place d’emblée le colt brut de production des protéines dans le lait a un niveau 5 a 100
fois plus faible que celui actuellement en vigueur pour les cellules CHO (Houdebine, 2009).
Néanmoins, il faut garder a 'esprit que la génération d’animaux transgéniques souléve des
problémes éthiques, représente un colt important et nécessite un personnel hautement
qualifié ainsi que des conditions d’hébergement spécifiques. De plus, pendant les temps de
gestation et jusqu’a I'obtention de niveaux de production corrects dans le lait, les animaux
transgéniques sont maintenus en vie sans pouvoir en tirer un quelconque bénéfice (Diaz
Martinez V. and Martos M.C., 2011).

2.6.3. Exemples de protéines recombinantes produites par ce systéme

La production de PtRIT dans le lait de mammiféres transgéniques est le procédé le
plus avancé. En témoignent les nombreuses protéines humaines, commercialisées ou non,
purifiées a partir de lait de différentes espéces (Demain and Vaishnav, 2009; Dumas and
Robert, 2009; Houdebine, 2009) :
- souris : tissue plasminogen activator (tPA)
- lapine : facteur Vlla (Ripoll, 2011, brevet EP2271206 A1)
- chévre : tPA, antithrombine Ill (Atryn® : non commercialisée en France mais ayant une

AMM européenne), anticorps anti-CD20

- brebis : a1-antitrypsine, facteur IX de la coagulation
- truie : protéine C

- vache : lactoferrine

2.7. Plantes transgéniques

2.7.1. Especes utilisées

Parmi les espéces végétales habituellement utilisées pour la transgénése figurent le
tabac, la luzerne, le colza, le mais, le riz et la pomme de terre. Deux procédés de
transgénése sont applicables pour les végétaux : le transfert direct du transgene par la
technique de la biolistique ou alors l'infection spécifique par des virus contenant le transgene
(Demain and Vaishnav, 2009). Les PtR produites sont généralement stockées dans les

feuilles, les fleurs, les graines ou encore les racines (Dumas and Robert, 2009).
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Récemment, la société Plant Advanced Technologies basée a Vandoeuvre-lés-Nancy
a mis au point un procédé de production de PtR par des plantes carnivores : le « PAT
Vendredi® » (Biteau, 2008, brevet W0/2008/040599). La preuve de concept, d'abord
élaborée sur une espéce du genre Drosera (figure 13, A), a été transférée a une espéce du
genre Népentheés, plus volumineuse (figure 13, B) dans un souci d’industrialisation. Les
protéines sont recueillies dans les sécrétions digestives des piéges de la plante carnivore ;
elles sont fonctionnelles en dépit de I'existence d'enzymes digestives. Selon les inventeurs
de ce procédé, « cette avancée scientifique [...] permet d'envisager de produire de maniere
totalement nouvelle des protéines a trés haute valeur pour la cosmétique, le diagnostic ou la

thérapeutique » (Plant Advanced Technologies, [en ligne]).

Genre Drosera Genre Népenthes

Figure 13. Spécimens de plantes carnivores utilisables pour produire des PtR.

La société Plant Advanced Technologies a utilisé des espéces du genre Drosera pour mettre au point le procédé de production
de PtR, et des espéces du genre Népenthes, plus volumineuses, pour la production industrielle de ces protéines.

(Forum pour les plantes carnivores [en ligne] et Site d’information sur les plantes carnivores [en ligne])

2.7.2. Avantages et inconvénients de ce systéeme

Comparées aux animaux et aux cellules animales en -culture, les plantes
transgéniques permettent une production de PtR a grande échelle simple, rapide, peu chere
et sdre du point de vue des risques biologiques. En effet, la culture des plantes ne nécessite
que de I'eau, des minéraux et de la lumiére. De plus, une éventuelle contamination de la PtR
par des pathogénes végétaux n’aura aucune incidence sur I'étre humain. En revanche, une
contamination de la PtR par des pesticides ou des herbicides n’est pas a exclure (Demain
and Vaishnav, 2009).
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Les plantes transgéniques sont capables de synthétiser des protéines complexes
comme des anticorps fonctionnels (Diaz Martinez V. and Martos M.C., 2011) et d’'opérer des
glycosylations proches de celles des mammiféres. Toutefois, ces glycosylations peuvent étre
incomplétes ou imparfaites notamment avec [lajout de résidus xylose, fortement
immunogeéenes pour I'étre humain (Demain and Vaishnav, 2009; Dumas and Robert, 2009).

La purification de la PtR produite peut s’averer difficile car elle nécessite
impérativement I'élimination des polyphénols et des substances pro-inflammatoires ou
immunogénes pour 'Homme (Dumas and Robert, 2009; Houdebine, 2009).

L’utilisation de plantes transgéniques souléve également des probléemes éthiques et
environnementaux comme [I'éventuelle dissémination des transgénes par les pollens.
Plusieurs pistes sont étudiées pour y remédier : I'utilisation de plantes stériles, la culture en
serre, l'expression ftransitoire des transgénes dans des plantes non génétiquement
modifiées, etc. (Dumas and Robert, 2009).

2.7.3. Exemples de protéines recombinantes produites par ce systéme

Du fait des problématiques éthiques et environnementales soulevées par les plantes
transgéniques, leur utilisation pour la production de PtRIT reste marginale. Des études
cliniques ont été menées par la société francaise Meristem® Therapeutics sur la lipase
gastrique recombinante produite dans les grains de mais transgénique. Cette enzyme a été
administrée par voie orale a des enfants souffrant d’'un syndrome de malabsorption lié a la
pancréatite chronique associée a la mucoviscidose. L'utilisation de plantes alimentaires
transgéniques est également envisagée pour le développement de vaccins oraux
administrés directement sous forme d’aliments. Des premiers essais allant dans ce sens ont
été effectués : production de pomme de terre exprimant un antigéne de surface du virus de
'hépatite B (immunogénécité vérifiée chez la souris) ou une sous-unité de la toxine du
choléra, production d’'une tomate transgénique exprimant une glycoprotéine du virus de la
rage, etc. (Dumas and Robert, 2009).

2.8. Récapitulatif des systémes d’expression de protéines recombinantes

Le tableau IX récapitule les principaux avantages et inconvénients des systémes
d’expression de PtRIT habituellement utilisés. Comme précédemment évoqué, le systéme
d'expression est choisi en tenant compte de la nature et de I'utilisation finale de la protéine.
Généralement des protéines de plus de 100 kDa sont produites dans des systémes
eucaryotes et celles de moins de 30 kDa, dans des systémes procaryotes (Demain and
Vaishnav, 2009).
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Si la PtR exprimée nécessite toute forme de modifications post-traductionnelles, le

choix d’un systéme bactérien ne sera pas optimal. Un systéme eucaryote sera plus adapté :

levure, cellules d’insectes ou de mammiféres en fonction du degré de complexité des

modifications requises. Par exemple, pour la sécrétion efficace de protéines comportant des

ponts disulfures, la levure est suffisante, tandis que pour exprimer des protéines glycosylées,

les cellules d'insectes sont plus adaptées que la levure (Jayaraj et Smooker, 2009). Les

cellules de mammiféres ou les animaux transgéniques, bien que colteux, demeurent trés

étudiés. De gros efforts sont portés a 'amélioration de leur productivité car ils permettent de

produire des molécules thérapeutiques complexes (Dumas and Robert, 2009).

Hotes Avantages Inconvénients
- Bonne documentation sur le génome - Pas de modifications post-traductionnelles
Bactéries - Culture facile, peu chére - Faible potentiel de sécrétion
(E. coli) - Expression rapide du géne d'intérét - Formation de corps d'inclusions (agrégats de protéines)
- Rendements importants - Présence de protéases et d’endotoxines
- Culture facile, peu chére - Difficulté a sécréter des grosses molécules
Levures - Potentiel de sécrétion - Parfois probléme d’isolement de la PtR

(S. cerevisiae)

- Rendements importants
- Modifications post-traductionnelles élaborées
(repliement, glycosylation, ponts disulfure)

- Glycosylation simple
- Glycosylation immunogene (hypermannosylation)
- Utilisation de méthanol dans la culture (P. pastoris)

- Potentiel de sécrétion, rendements importants
- Modifications post-traductionnelles élaborées

- Parfois probléme d’isolement de la PtR

- Parfois production de PtR mal repliées

E_:ellu|es gs;g‘;g:;tbho%gﬁgfﬂ;?gg S e,? Cc_);] ts disulfure, | _ Glycosylation parfois incorrecte (hypo ou hyper)
dinsectes - Flexibilité de la taille de la PtR a produire - Présence de protéases
- Expression simultanée de plusieurs génes
- Pas de risque biologique
- Glycosylation + modifications complexes - Culture spécifique, chére, difficile a grande échelle
Cellules de

mammiféres

- Potentiel de sécrétion

- Parfois probléme d’isolement de la PtR
- Risque biologique, immunogénécité

Animaux

transgéniques |

- Glycosylation + modifications complexes
Sécrétion dans liquides biologiques,
rendements importants

- Codt élevé, probléme éthique + gestion des troupeaux

- Parfois probléme d’isolement de la PtR

Plantes
transgéniques

- Culture a grande échelle, simple et peu chére
- Glycosylation complexe
- Pas de risque biologique

- Difficulté d’extraction et de purification
- Glycosylation parfois immunogéne (xylose)
- Probleme éthique et environnemental

Tableau IX. Principaux avantages et inconvénients des systémes d’expression de PtRIT.

(Demain and Vaishnav, 2009; Philippe et al., 2009)
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La figure 14 illustre une proposition de classement de ces systémes d’expression en
fonction des certains de leurs avantages et inconvénients. |l apparait clairement que pour la
production de petites PtR ne requérant aucune modification post-traductionnelle, les
bactéries constituent le systéme idéal : le procédé est rapide, le colt total de la production
est peu élevé, la production est facilement industrialisable et les contraintes réglementaires
ne sont pas drastiques. Pour ces raisons, dans la suite de ce mémoire, le propos sera
accentué sur les PtR produites par E. coli (section 2) et en particulier sur une forme tronquée

de la galectine 3 (partie expérimentale).

Pire > Meilleur
Délais B ) : 2ud
de production \‘Yy‘é} M C )
Cout total : . = )S ~ ),};.’_3
Oce® Tr.i N
de production C ) & A
Modifications 7 }%v_. ]

post- oc® €D Lo

traductionnelles

Production C ) dcd {,2:‘&)\. %}f’/ﬁ}
e

agrande échelle

Contraintes A 5{-2;@ C ) .
réglementaires \@Q 2] ’
'."/}, Q—m )P
oCe C) %A\ \@‘V
Bactéries Levures  Champignons Cellulesde Plantes Animaux
filamenteux mammiféres

Figure 14. Classement des systémes d’expression de PtRIT en fonction de certains critéres.

Pour chaque critére, la mention « pire » désigne la pire des situations (long délai de production, codt de production élevé,
incapacité a réaliser des modifications post-traductionnelles, industrialisation difficile, contraintes réglementaires drastiques). De
la méme fagon, la mention « meilleur » désigne la meilleure situation relative a chaque critére.

(Adapté de Dyck et al., 2003)
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Section 2 - Expression des protéines recombinantes dans Escherichia coli :

défis et solutions

Plusieurs éléments doivent étre pris en compte afin de garantir un bon niveau
d’expression, une bonne solubilité et une bonne stabilit¢ de la PtR a produire. Parmi ces
éléments figurent le choix du plasmide, de la souche bactérienne et des conditions de
culture, tous conditionnés par les propriétés de la PtR a exprimer (structure, taille, propriétés
physico-chimiques, présence d’acides aminés codés par des codons rarement utilisés par

I'héte, présence de ponts disulfures, toxicité pour I'héte, etc).

1. Garantir un bon niveau d’expression des protéines recombinantes

1.1. Choix du plasmide d’expression

Un plasmide d’expression doit obligatoirement comporter les éléments suivants
(figure 15) : une origine de réplication, des marqueurs de sélection par antibiotique ainsi que
des éléments d’initiation et d’arrét de la transcription et de la traduction (Serensen and
Mortensen, 2005a).
partenaires de fusion, éléments facilitant 'expression, la solubilité et la purification de la PtR
(Graslund et al., 2008; Sgrensen and Mortensen, 2005a; Young et al., 2012).

I peut aussi contenir une ou plusieurs séquences codant des

/ \ RBS——
—3= —10 SD Coding sequence 1 ] tet’ Ori
il [ ] | l
— 'lj L | | |
K \ Stop codon
TTGACA (17) TATAAT Lkl
Start codon UAG
mRNA & UAAGGAGG(NLALIG (91%)
16SRNA3' L AUUCCUCC GUG (8%)
UUG (1%)

Figure 15. Eléments plasmidiques essentiels a I'’expression d’une PtR dans E. coli.

R : répresseur du promoteur. P : promoteur (séquence -35 a -10 par rapport au codon d’initiation). RBS : site de fixation du
ribosome lors de linitiation de la traduction (la sous-unité 16S du ribosome fixe la séquence de Shine Delgarno (SD)). Start /
Stop codon : codon d'initiation/de terminaison de la traduction, respectivement. TT : élément de terminaison de la transcription
et de stabilisation des ARNm. TET : gene de résistance a un antibiotique (ici, la tétracycline). Ori : origine de réplication.

(Hannig and Makrides, 1998; Jana and Deb, 2005; Makrides, 1996)
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1.1.1. Origine de réplication

L’origine de réplication contrdle le nombre de copies plasmidiques dans la cellule
hoéte et donc le niveau d’expression du transgéne (Jana and Deb, 2005; Makrides, 1996;
Sgrensen and Mortensen, 2005a). La plupart des plasmides actuellement utilisés possédent
une origine de réplication dérivant de celle des plasmides pBR322 (15 a 20 copies/cellule)
ou pUC (500 a 700 copies/cellule) (Sgrensen and Mortensen, 2005a).

Le nombre de copies de cellules-filles résulte de la distribution aléatoire des copies
présentes dans la cellule-mére au moment de la division cellulaire. Plus ce nombre est élevé
au départ (>10), plus la probabilit¢ d’avoir des cellules-filles sans plasmide est faible
(Baneyx, 1999; Palomares et al., 2004) et meilleure sera I'expression du transgéne.
Néanmoins, dans certains cas (recombinaison de plasmides résultant d'un nombre trop
élevé de copies, toxicité des génes plasmidiques pour I'héte, culture de I'’hbte en fermenteur,
absence de pression de sélection, etc.), il peut se produire une « perte plasmidique »
responsable d’'une diminution de I'expression du transgéne (Baneyx, 1999 ; Makrides, 1996 ;
Palomares et al., 2004). |l existe des solutions pour contrecarrer ce phénomeéne : choix d’'un
hoéte et d’'un plasmide compatibles, optimisation des conditions de culture (température,

durée, milieux sélectifs...), etc.

1.1.2. Marqueurs de sélection

Les marqueurs de sélection présents dans les plasmides les plus couramment
utilisés conférent aux bactéries recombinantes une résistance a 'ampicilline, la kanamycine,
le chloramphénicol ou la tétracycline (Sgrensen and Mortensen, 2005a). Pour des protéines
d’intérét thérapeutique, il est conseillé d’éviter 'usage de I'ampicilline étant donné son
potentiel allergisant (Jana and Deb, 2005; Makrides, 1996).

1.1.3. Acteurs et étapes de la transcription

Promoteur

Le promoteur est une séquence de six nucléotides située a environ 35 paires de base
en 5’ du triplet d’initiation de la transcription (Jana and Deb, 2005). Pour étre efficace, il doit
étre fort, régulé et inductible. En effet, il doit permettre un haut niveau d’expression protéique
(10 a 30% des Pt cellulaires totales), sa régulation fine par un répresseur doit garantir un
niveau d’expression basal minimal (surtout si la PtR est toxique) et enfin, il doit étre
inductible par un moyen simple (Hannig and Makrides, 1998 ; Jana and Deb, 2005 ;
Makrides, 1996).
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Les promoteurs font partie d’un systéme global de régulation de la transcription :
'opéron, dont le plus connu chez E. coli est 'opéron lactose (inductible par des analogues
du lactose comme l'isopropyl-B-D-thiogalactoside : IPTG). Il n’est donc pas étonnant que la
structure de la plupart des promoteurs commercialisés soit basée sur celle de cet opéron.
Cependant, seul, le promoteur contenu dans l'opéron lactose ne garantit pas un haut niveau
d’expression des protéines hétérologues par E. coli. Il a par conséquent été modifié pour
engendrer d’autres promoteurs, dont le tac, et le trc. (Baneyx, 1999). Il existe de hombreux
autres promoteurs (tableau X), induits soit par I'acide indole acrylique ou la déplétion du
milieu en tryptophane (frp), soit par I'acide nalidixique (recA), le L-arabinose (araBAD), la
tétracycline (tetA), la déplétion du milieu en phosphate (phoA), I'anaérobiose (nar), la
variation du pH (cadA), 'osmolarité (proU), ou encore, I'élévation brusque de la température,
de 30°C a 42°C (rpL, T7), etc. (Jana and Deb, 2005; Makrides, 1996).

Promoteur Répresseur Méthode d’induction
lac Lacl IPTG, température
trp ) Aci@g indole acrylique,

déplétion en tryptophane
tac Lacl IPTG
ApL Température
= Aclts (shift de 30°C 3 42°C)
T7/lac Lacl IPTG, température
phoA phoB, phoR Déplétion en phosphate
araBAD araC L-arabinose
cadA cadR pH
recA lexA Acide nalidixique
nar fnr Anaérobiose
proU - Osmolarité
tetA - Tétracycline

Tableau X. Exemples de promoteurs utilisés pour I’expression

de PtR dans E. coli.

(Hannig and Makrides, 1998; Jana and Deb, 2005; Makrides, 1996)

Le promoteur T7 présente l'inconvénient d’étre peu régulé et d’étre puissamment
activé par la T7 RNA polymérase, une enzyme codée par le chromosome bactérien. Ainsi,
méme sans élévation brusque de la température, la transcription des génes contrélés par le
T7 est possible. Si ces derniers codent des protéines toxiques, ce phénoméne aboutit a
'accumulation de mutations ou a l'instabilité de la souche bactérienne. L'un des moyens de
réduire ce niveau d’expression basal est de créer un promoteur hybride T7/lac par exemple,
en clonant une partie du promoteur /ac juste en aval du T7, de sorte que la régulation du

premier (par le répresseur Lacl) soit effective pour les deux.
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Comme illustré par la figure 16, la liaison de Lacl au promoteur /lac empéche la
liaison de la T7 RNA polymérase au promoteur 77, ce qui bloque la transcription des génes
en aval. Lors de I'ajout d’'un inducteur du promoteur /ac (IPTG), celui-ci interagit avec le Lacl,
ce qui libére le site de liaison de la T7 RNA polymérase au promoteur T7, permettant ainsi la
transcription des génes contrélés (Graslund et al., 2008; Sgrensen and Mortensen, 2005a;
Studier, 2005). Ce systéme, présent dans les plasmides pET, permet un niveau d’expression
encore plus intéressant qu'avec le promoteur /ac seul (40-50 % des protéines cellulaires)
(Baneyx, 1999). Il est généralement plus utilisé que les systémes trc (plasmides pTrc), tac,

(plasmides pGEX) ou encore araBAD (plasmides pBAD) (Sgrensen and Mortensen, 2005a).

I'ranscription
pion.
-I)E.? T7gene | | lacoperator lac promoter TTgene ! | lac g_:%d I.vu-pramol:;r\J

RNA polymerase

lacl B Lacl tetramer

E rali o
E. coli genome Y
O ol @
T —_—
Lacl monomer Y

N

i Lacl tetramer
— il — — S

pET plasmid

I'7 RNA polymerase

T7 promoter lag operator

.
Transeription

Figure 16. Fonctionnement du promoteur hybride T7/lac.

DES3 : géne bactérien codant la T7 RNA polymérase (T7 RNA pol). lacl : géne bactérien / plasmidique codant Lacl le répresseur
du promoteur lac. T7/lac : promoteur hybride, situé dans le plasmide. Lac operator : site de fixation du Lacl sur le promoteur
lac. IPTG : l'isopropyl-B-D-thiogalactoside. Target : géne d’intérét (codant la protéine recombinante). Sans
inducteur, les promoteurs lac (chromosome bactérien) et T7/lac (plasmide) sont régulés par Lacl : aucun géne n’est transcrit.
Lors de l'induction, I'lPTG séquestre Lacl, ce qui libére les promoteurs : au niveau du chromosomique, le géne de la T7 RNA
pol est transcrit. L’enzyme initie ensuite la transcription du géne d’intérét en se fixant au T7/lac désormais accessible.

(S@rensen and Mortensen, 2005a)

Initiation de la transcription

La transcription (figure 17) de 'ADNc en ARNm par ’ARN polymérase commence a
partir d’'un triplet de nucléotides, situé a 35 pb en 3’ du promoteur (Jana and Deb, 2005).
Chez les procaryotes, ce triplet est généralement un ATG (91%) mais peut parfois étre un
GTG (8%) et plus rarement un TTG (1%) (Makrides, 1996). Les nucléotides qui I'entourent
sont bien conservés et constituent la séquence Shine-Dalgarno (5- AGGAGG -3),
interagissant avec le ribosome lors de la traduction. Afin de garantir la transcription en un
ARNm fonctionnel puis la traduction en une protéine fonctionnelle, il est indispensable que le

transgéne ait été cloné dans le cadre de lecture du ribosome.
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Sens de la transcription
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Figure 17. Transcription de ’ADN en ARNm.

(University of Arizona [en ligne])

Arrét de la transcription

Cette étape survient quand I'’ARN polymérase rencontre le triplet TAA, TAG ou TGA
situé directement en 3’ du transgéne. Chez les procaryotes, la fin de la transcription est régie
soit par les structures secondaires « épingle a cheveux » ou « tige-boucle » de TARNm néo-
synthétisé (figure 18), soit par son interaction avec la protéine rho. Ces signaux d’arrét de la
transcription augmentent la stabilité de TARNm, permettant ainsi le début de la traduction
(Hannig and Makrides, 1998; Makrides, 1996).
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Figure 18. Structure en tige boucle de ’ARNm.

(Futura sciences, [en ligne])

1.1.4. Acteurs et étapes de la traduction

Stabilité de TARNm

La demi-vie des ARNm dans E. coli a 37°C s’étend de quelques secondes a vingt
minutes au maximum (Baneyx, 1999; Segrensen and Mortensen, 2005a). Au-dela, ils sont
dégradés par des RNAses (RNAse Il, PNPAse, RNAse E). Il est donc nécessaire de les
stabiliser afin d’augmenter le niveau d’expression protéique. Cette stabilisation est assurée
par la formation de structures secondaires riches en uridines (UTR, en 5’ ou en 3’) ou en
adénines (queue poly-A, en 3’) (Baneyx, 1999; Hannig and Makrides, 1998; Makrides, 1996;
Sarensen and Mortensen, 2005a; Swartz, 2001). Elle peut aussi étre favorisée par 'usage

de souches mutées pour les RNAses, donc incapables de dégrader TARNm.
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Initiation de la traduction

La traduction (figure 19) de 'ARNm en protéine débute au niveau d’'un codon
particulier : le codon d'initiation ou codon « start ». Chez les procaryotes, c’est généralement
un AUG (91%) mais peut parfois étre un GUG (8%) et plus rarement un UUG (1%) (Jana
and Deb, 2005; Makrides, 1996), correspondant respectivement aux triplets ATG, GTG et
TTG évoqués dans le paragraphe 1.1.3. Le codon « start » est situé en 3’ de la séquence
Shine-Dalgarno (5-AGGAGG-3’) et la distance qui les sépare (5-13 nucléotides) peut
influencer l'efficacité de la traduction (Baneyx, 1999; Jana and Deb, 2005; Makrides, 1996;
Sgrensen and Mortensen, 2005a; Swartz, 2001). Quel que soit le codon d’initiation utilisé
(AUG, GUG ou UUG), le premier acide aminé incorporé est toujours une N-formyl-
méthionine (fMét) chez les procaryotes. Il est différent du codon correspondant a une

meéthionine interne a la séquence protéique.

Protéine en formation
=% @
N-terminal O ’
O Acide aminé

O
C-terminal O 3’

[T T T T

codon
Sens de déplacement du riboson,>
1

Figure 19. Traduction de ’ARNm en protéine.

5’

ARNm

(Adapté de Créa’rt, 2014, [en ligne])

Le probléme du biais d’usage de codon lors de la synthése protéique

Toute cellule utilise un panel de 64 de codons pour I'expression des génes : 61 pour
coder les 20 acides aminés, et 3 pour signaler la fin de la traduction (codon stop). Chaque
acide aminé est codé par un (Mét, Trp) a six (Arg, Leu, Sér) codons synonymes. La
fréquence d’usage des différents codons varie d’'une espéce a l'autre et au sein de la méme
espéce en fonction du niveau d’expression de la protéine (Gustafsson et al., 2004). Les
codons rares chez E. coli (tableau Xl) sont utilisés par la bactérie pour les génes faiblement
exprimés (Sodoyer, 2004). Ainsi, la surexpression de protéines hétérologues comportant des
codons rares pour E. coli, est une source potentielle d’anomalies : substitutions d’acides
aminés, décalage du cadre de lecture, arrét prématuré de la traduction... Fatalement, cela
conduirait a une réduction de la quantité et/ou de la qualité de la protéine produite
(Gustafsson et al., 2004; Jana and Deb, 2005; Sgrensen and Mortensen, 2005a).
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Codons Acide aminé correspondant
AGA, AGG, CGA, CGG Arg
UGU, UGC Cys
GGA, GGG Gly
AUA lle
CUA, CUC Leu
CCC, CCU, CCA Pro
UCA, AGU, UCG, UCC Sér
ACA Thr

Tableau XI. Codons rares pour E. coli.

(Makrides, 1996)

La corrélation observée entre le biais d'usage des codons d’'un géne et son niveau
d’expression a été utilisée pour définir I'indice d’adaptation des codons (IAC). Grace a cet
indice, plusieurs programmes informatiques permettent de prédire s’il est possible et

judicieux de surexprimer une protéine donnée dans un héte donné.

Plusieurs solutions permettent de surmonter le probléme du biais d’'usage des codons
(Gustafsson et al., 2004). La premiére consiste a utiliser des souches d’E. coli capables de
surexprimer des ARNt rares (Graslund et al., 2008; Gustafsson et al., 2004; Jana and Deb,
2005; Sodoyer, 2004). La deuxieme consiste a co-transformer une souche classique avec le
plasmide d’intérét et un plasmide contenant les génes codant des ARNt rares (Gustafsson et
al., 2004; Hannig and Makrides, 1998; Sodoyer, 2004; Sgrensen and Mortensen, 2005a).

Ces deux solutions présentent néanmoins des inconvénients : la surproduction
d’ARNt rares fonctionnels requiert I'implication d’autres composants cellulaires eux-mémes
en moindre quantité, ce qui pourrait entrainer une sur-activation métabolique a l'origine de
dégéts cellulaires. De plus, cette surproduction aboutit potentiellement a un déséquilibre du
pool d’ARNt et donc a des possibles substitutions « faux-sens », reflet d’'une perte de fidélité
de la traduction. Celle-ci a pour conséquence directe I'existence d’un pool hétérogéne de
protéines recombinantes, potentiellement immunogéne pour le patient.

Une alternative a ces solutions consiste a modifier la séquence du transgéne (sans
modifier celle de la protéine correspondante) en altérant les codons rares présents, de sorte
de les transformer en codons fréquemment utilisés par I'héte (Baneyx, 1999; Graslund et al.,
2008; Gustafsson et al., 2004; Hannig and Makrides, 1998; Jana and Deb, 2005; Sodoyer,
2004; Sgrensen and Mortensen, 2005a).
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Ces modifications sont effectuées par mutagénése dirigée ou encore par la synthése
de novo et présentent néanmoins quelques inconvénients : difficulté d’introduire des sites de
restriction facilitant le clonage dans un plasmide, déséquilibre du pool des ARNt et ce qui en
découle, répétition d’éléments de la structure secondaire de TARNm capable d’inhiber la
traduction, etc.

Finalement, il ressort qu’aucune des solutions n’est idéale et que la corrélation entre
le biais d’'usage de codons et I'expression d’'une protéine hétérologue n’est pas si simple :

elle est bien souvent séquence-dépendante (Sodoyer, 2004).

Arrét de la traduction

La traduction s’achéve quand le ribosome rencontre le codon de terminaison ou
« codon stop », situé directement en 3’ de 'TARNm. Il en existe trois : UAA, UAG et UGA
Chez E. coli, c’est le codon UAA qui est le plus fréquemment utilisé (Hannig and Makrides,
1998; Jana and Deb, 2005; Sgrensen and Mortensen, 2005a). La fin de la traduction dépend
des interactions entre ribosome et ARNm, de l'action de facteurs solubles (RF1 et RF2),
mais aussi de la nature du nucléotide qui suit le codon stop. Ainsi, chez E. coli, la séquence
d’arrét de la traduction la plus efficace est UAAU (Jana and Deb, 2005; Makrides, 1996).

1.1.5. Séquences codant des partenaires de fusion

Des séquences codant des partenaires de fusion peuvent étre rajoutées en 3’ ou en
5 de la séquence d’intérét, en respectant le cadre de lecture. Ces éléments peptidiques ou
protéiques présents a I'extrémité N ou C-terminale de la PtR permettent de faciliter son
expression, sa solubilité et sa purification. Parmi ces partenaires figurent les tags poly-
histidine, la glutathion-S-tranférase (GST), la maltose binding protein (MBP), la thioredoxine
(Trx), etc. (Graslund et al., 2008; Jayaraj and Smooker, 2009; Sodoyer, 2004; Young et al.,
2012).

1.1.6. Exemples de plasmides commercialisés

Plusieurs dizaines de plasmides sont disponibles dans le commerce ; ils représentent
différentes combinaisons d’origine de réplication, de marqueurs de sélection, de promoteurs,
de partenaires de fusion, etc (Peti and Page, 2007). Le tableau XlI est un extrait du panel de

plasmides utilisés chez E. coli et actuellement commercialisés.
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. Origine de | Marqueur de Partenaires .
Plasmides e A - Promoteur . Fournisseur
réplication | sélection de fusion
pBAD/His puC Amp araBAD 6-Histidine en N-ter Invitrogen
pBAD/Myc-His pucC Amp araBAD 6-Histidine en C-ter Invitrogen
pTrcHis pucC Amp trc 6-Histidine en N-ter Invitrogen
pTrcHis2 puC Amp trc 6-Histidine en C-ter Invitrogen
pTriEx-1 pucC Amp T7 6-Histidine en C-ter Novagen
. 6-Histidine en N-ter
pTriEx-2 pucC Amp T7-lac Novagen
6-Histidine en C-ter
pET-11a-d pBR322 Amp T7-lac Néant Novagen
pET-12a-c pBR322 Amp T7 Néant Novagen
pTrc99A pBR322 Amp trc Néant Pharmacia
pGEX-1IT pBR322 Amp tac GST Pharmacia
pGEX-2T pBR322 Amp tac GST Pharmacia

Tableau XIl. Exemples de plasmides utilisés pour I’expression de PtR dans E. coli.

(European Molecular Biology Laboratory, [en ligne])

1.2. Choix de la souche de production de protéines recombinantes

Il existe une large gamme de souches d’E. coli génétiguement modifiées pour faciliter
la stabilité du plasmide et des ARNm, I'expression, la solubilité et la stabilité des PtR. La
plupart sont déficientes en protéases, certaines surexpriment spontanément des codons
normalement rares ou des protéines chaperonnes, d’autres facilitent la formation de ponts
disulfures, d’autres encore sont résistantes a la toxicité de certaines protéines ou sont
auxotrophes pour la méthionine (Pacheco et al., 2012; Peti and Page, 2007; Sodoyer, 2004;

Serensen and Mortensen, 2005a).

1.2.1. Souches permettant la stabilité du plasmide ou des ARNm

Les souches BLR, déficientes en recombinases (recA-), empéchent la recombinaison
de séquences répétées pouvant exister au sein d’'un plasmide. Quant aux souches
BL21(DE3) Star, elles portent la mutation rme1371 codant une forme tronquée de RNAse

E incapable de dégrader TARNm (Sgrensen and Mortensen, 2005a).

1.2.2. Souches déficientes en protéases

Les souches BL21(DE3) et apparentées, compatibles avec le systéeme T7/lac, sont
déficientes en ompT et lon, deux puissantes protéases. Ainsi, les protéines recombinantes
produites dans ces souches ne subiront pas de protéolyse (Graslund et al., 2008; Sodoyer,
2004; Sgrensen and Mortensen, 2005a).
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1.2.3. Souches surexprimant des codons rares

Plusieurs souches dérivées des BL21(DE3) possédent des génes codant des ARNt
supplémentaires (Graslund et al., 2008) et permettent ainsi de surmonter le probléme du
biais d’'usage de codons décrit au paragraphe 1.1.4. Parmi elles figurent les souches BL21
Codon Plus(DE3)-RIL, BL21 Codon Plus(DE3)-RP/RPIL et BL21(DE3)-Rosetta qui
contiennent un plasmide codant des ARNt reconnaissant jusqu'a 6 codons rares
(AGA/AGG = Arg ; lle = AUA ; Leu = CUA ; Pro = CCC ; Gly = GGA) (Peti and Page, 2007).

1.2.4. Souches favorisant la formation de ponts disulfures et le bon repliement

Les souches AD494 et BL21-Origami, déficientes en deux réductases (thiorédoxine
réductase (trxB-) £ glutathion réductase (trxB-/gor-) respectivement), permettent la formation
de ponts disulfures dans le cytoplasme de la bactérie. Les PtR fusionnées a la thiorédoxine
ou a la GST produites par ces souches sont bien repliées, plus solubles et faciles a purifier
(Peti and Page, 2007; Sgrensen and Mortensen, 2005a, 2005b; Young et al., 2012).

D’autres souches, surexprimant les disulfides isomérases (foldases) DsbA et DsbC
permettent d’obtenir un repliement optimal de la protéine recombinante (Andersen and
Krummen, 2002; Sgrensen and Mortensen, 2005b).

1.2.5. Souches résistantes a la toxicité de la protéine exprimée

Pour des protéines toxiques, plusieurs souches bactériennes peuvent étre utilisées.
Parmi elles, les souches BL21-Al, C41(DE3) et C43(DE3). La souche BL21-Al posséde dans
son genome le géne de la T7 ARN polymérase qui est sous le contrdle du promoteur
araBAD dont la régulation est trés fine (Peti and Page, 2007). Les souches C41(DE3) et
C43(DE3), dérivent de la souche BL21(DE3) mais permettent d’obtenir de meilleurs niveaux
d’expression (Dumon-Seignovert et al., 2004; Miroux and Walker, 1996; Peti and Page,
2007; Sgrensen and Mortensen, 2005a, 2005b). Le mécanisme expliquant leur résistance a
la toxicité des Pt exprimées reste inconnu. Cependant il est admis que ce mécanisme affecte
l'activité du promoteur de la T7 polymérase ou réduit la quantité de la polymérase produite
(Dumon-Seignovert et al., 2004; Miroux and Walker, 1996). Ces souches sont également
utilisées pour surexprimer des protéines volumineuses comme les protéines membranaires
(Sgrensen and Mortensen, 2005b).
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1.2.6. Souches auxotrophes pour la méthionine

Une souche auxotrophe pour la méthionine est incapable de synthétiser cet acide

aminé qui doit par conséquent étre apporté dans le milieu de culture. De telles souches,

comme la B834(DE3), sont cultivées en présence de séléno-méthionine (Se-Mét) ou de

méthionine radioactive (**S-Mét), ce qui permet d’exprimer des protéines marquées et faciles

a détecter ou a analyser en cristallographie par exemple (Peti and Page, 2007).

1.2.7. Exemples de souches d’expression commercialisées

Plusieurs dizaines de souches bactériennes d’expression sont disponibles dans le

commerce et le tableau Xlll en répertorie une partie.

Souches Description Utilité Fournisseur
AD494 ([_)E3) _ Déficientes en réductases Formation de ponts disulfures Novagen
BL21-Origami (trxB ou trxB + gor) dans le cytoplasme 9
(DE3)

BL21 Déficientes en protéases Pas de protéolyse Novagen
BL21(DE3) (lon et ompT) Résistance a la toxicité (BL21 Al) Novagen
BL21(DE3) Déficientes en protéases Pas de protéolyse
CodonPlus-RIL

Contient un plasmide codant des | Solution au probléme du biais Stratagene
BL21(DE3) ARNt rares d'usage de codons
CodonPlus-RP

Permet de stabiliser 'ARNm en .

BL21 Star(DE3) Mutant pour la RNaseE (rne137) inhibant sa dégradation Invitrogen

Déficiente en recombinase A Empéche la recombinaison
BLR(DE3) (recA-) interne de plasmides Novagen

Déficiente en protéases Pas de protéolyse
BA34(DE3) Auxotrophe pour la méthionine Marquage des protéines avec la G. Stier

phe p %5-Met ou la Se-Met

Déficiente en protéases Pas de protéolyse

Auxotrophe pour la méthionine Mgtﬂﬂu;gsucfgsszr_?\}lzltnes avec la
B834(DE3) pRARE A. Geerlof

Contient un plasmide codant des | Solution au probléme du biais

ARNt rares d'usage de codons
C41(DE3) Résistance a la toxicité

Mutations non identifiées Expression de protéines Avidis SA
C43(DE3) volumineuses et membranaires

s Marquage des protéines avec la

DL41(DE3) Auxotrophe pour la méthionine 35g_Met ou la Se-Met C. Mueller
HMS174(DE3) Déficiente en recombinase A Empéche la recombinaison Novaaen
pLysS (recA-) interne de plasmides 9
Rosetta(DE3) Contient un plasmide codant des | Solution au probléme du biais Novagen

ARNT rares

d'usage de codons

Tableau XIIl. Exemples de souches d’E. coli utilisées pour I’expression de PtR.

(European Molecular Biology Laboratory, [en ligne])
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1.3. Choix des conditions de culture

1.3.1. Les récipients

La culture d’E. coli se fait sous agitation, soit dans des grands erlenmeyers stériles
(production a petite échelle) soit dans des bioréacteurs (production industrielle). Dans le
premier cas, le volume du bouillon de culture ne doit pas excéder 20 a 25% de la capacité
totale de I'erlenmeyer utilisé (Studier, 2005). La culture en bioréacteurs quant a elle peut
s’effectuer de trois fagons différentes : en systéme clos ou batch (pas de variation du
volume), en systéme semi-ouvert ou fed-batch (apport discontinu de milieu de culture neuf)
ou encore en systéme continu (apport continu du milieu de culture) (Jana and Deb, 2005 ;
Makrides, 1996).

1.3.2. Le milieu nutritif

La composition du milieu de culture doit étre parfaitement connue et contrélée car elle
influence le métabolisme bactérien mais aussi I'expression et la stabilité des ARNm et de la
protéine recombinante (Hannig and Makrides, 1998 ; Jana and Deb, 2005 ; Makrides, 1996).

Il existe de nombreux milieux nutritifs, le plus utilisé étant le milieu Lysogeny Broth
(LB). Sa base est composée de peptides, de tryptone, de vitamines, d’oligo-éléments et de
minéraux. Sa composition peut changer en fonction des applications voulues, son osmolarité
peut étre augmentée, il peut étre supplémenté en métaux, en sels, en sucres, en acides

aminés marqués, etc (Studier, 2005).

1.3.3. Les parameétres physicochimiques et la méthode d’induction

La production de protéines recombinantes dans E. coli est fortement dépendante de
paramétres comme le pH, 'oxygénation, le taux de dioxyde de carbone, la durée de culture,
la température du milieu, mais aussi de la méthode d’induction (Palomares et al., 2004).

La culture bactérienne a haut débit expose au risque d’acidification et de mauvaise
oxygénation du milieu, par conséquent a une réduction de la biomasse et a une altération de
I'expression de la protéine ou & une protéolyse (Berlec and Strukelj, 2013 ; Hannig and
Makrides, 1998 ; Jana and Deb, 2005 ; Makrides, 1996).

En général, les bactéries sont cultivées a 37°C jusqu'en phase exponentielle de
croissance (Asoonm : @bsorbance a 600 nm = 0,6). A ce moment-Ia, I'induction de I'expression
de la Pt peut étre déclenchée et la culture est poursuivie a plus basse température (15 -
30°C) pendant 16h. Cela se justifie par le fait qu’a 37°C, la plupart des PtR sont mal repliées
et précipitent, alors qu’'a 20°C, elles sont solubles (Graslund et al., 2008; Studier, 2005).
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L’induction est variable et dépend notamment de la nature du promoteur présent
dans le plasmide d’expression. Dans le cas des systémes T7/lac, l'inducteur le plus utilisé
est I'isopropyl-B-D-thiogalactoside : IPTG (cf paragraphe 1.1.3.). |l est généralement utilisé a
une concentration de 1 mM et ajouté directement dans le milieu nutritif au moment adéquat.
Une alternative intéressante consiste a cultiver les bactéries dans un milieu dit « auto-
inductible » dont le ZYM5052 est un exemple (Graslund et al., 2008; Studier, 2005), d’abord
a 37°C pendant 3h, puis a 20°C pendant 16h (Peti and Page, 2007; Studier, 2005). Ces
milieux sont composés de plusieurs sucres (glycérol, glucose, lactose) permettant non
seulement d’obtenir une biomasse importante, grace a la métabolisation du glucose, mais
aussi un haut niveau d’expression de la protéine, grace a la métabolisation du lactose. En
effet, tant qu’il y a du glucose dans le milieu, les bactéries le métabolisent, ce qui accroit leur
biomasse. Quand il n'y a plus de glucose, les bactéries métabolisent alors le lactose en
allolactose, un puissant inducteur du promoteur lac, permettant ainsi I'expression protéique
(Peti and Page, 2007). Les avantages de ces milieux sont nombreux : linduction ne
nécessite pas d’intervention extérieure (Sodoyer, 2004), la biomasse et la quantité de PtR

produite sont beaucoup plus importantes qu’avec une induction par IPTG (Studier, 2005)

2. Garantir la solubilité des protéines recombinantes exprimées

2.1. Repliement des protéines et formation de corps d’inclusion

Pour étre stables, solubles et actives, les PtR doivent adopter une conformation
tridimensionnelle précise (état natif) acquise au cours du processus de repliement (Betton
and Chaffotte, 2005 ; Goldberg, 2005). Ce processus complexe nécessite l'intervention de
deux types de Pt complémentaires : les foldases qui accélérent le repliement des Pt, et les
chaperonnes qui préviennent les mauvais repliements (Sodoyer, 2004). Pour étre optimal, le
repliement doit s’effectuer dans le bon compartiment et suffisamment vite pour éviter la
protéolyse, mais pas trop, pour éviter les mauvaises conformations (Goldberg, 2005).

Lors de la surexpression de Pt hétérologues, quand leur repliement n’est pas correct,
elles s’agrégent dans des corps d’inclusion (CI) dans le cytoplasme (Hannig and Makrides,
1998) mais aussi parfois dans le périplasme bactérien (Baneyx, 1999 ; Singh and Panda,
2005 ; Sarensen and Mortensen, 2005a). Ce mauvais repliement peut étre dia a
'accumulation intracellulaire rapide de la PtR exprimée, la saturation de la machinerie
bactérienne du repliement ou I'absence de formation de ponts disulfures dans le cytoplasme

(liée a 'environnement réducteur) (Betton and Chaffotte, 2005 ; Palomares et al., 2004).
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2.2. Solutions permettant d’éviter la formation des corps d’inclusion

La formation des CI peut étre minimisée en contrélant plusieurs paramétres dont les
la température de culture, I'ajout d’'un partenaire de fusion a la PtR ou la co-expression de
molécules chaperonnes et/ou de foldases (Betton and Chaffotte, 2005 ; Makrides, 1996 ;
Palomares et al., 2004 ; Sgrensen and Mortensen, 2005a). De plus, il est possible de
favoriser I'expression de la PtR dans le périplasme ou sa sécrétion dans le milieu de culture
(Baneyx, 1999 ; Hannig and Makrides, 1998 ; Makrides, 1996). Il est enfin possible de
moduler le taux d’expression (promoteur faible : trc au lieu de T7, plasmide ayant une faible
origine de réplication, diminution de la concentration de l'inducteur, etc), la composition du
milieu de culture ou encore le métabolisme de I'hdte (European Molecular Biology

Laboratory, [en ligne]).

2.2.1. Culture bactérienne a basse température

L’agrégation des PtR survient a des températures hautes (Lilie et al., 1998 ;
Sagrensen and Mortensen, 2005b), d’ou la nécessité d’abaisser la température de culture de
37°C a 15-30°C au moment de linduction (Baneyx, 1999; Betton and Chaffotte, 2005;
Graslund et al.,, 2008 ; Studier, 2005), aprés l'obtention d’'une biomasse suffisante pour
garantir une grosse production de la PtR (Palomares et al., 2004 ; Sgrensen and Mortensen,
2005b).

2.2.2. Co-expression de partenaires de fusion

Les partenaires de fusion, dont les plus couramment utilisés sont la GST, la MBP, la
Trx et la N-utilizing substance A (NusA), permettent le bon repliement et augmentent la
solubilité de la PiR d’intérét (Baneyx, 1999 ; Betton and Chaffotte, 2005 ; Lilie et al., 1998;
Palomares et al., 2004 ; Peti and Page, 2007; Segrensen and Mortensen, 2005a, 2005b).

2.2.3. Co-expression de chaperonnes

Les chaperonnes évitent la formation des Cl en prévenant I'agrégation des PtR mal
repliées et, le cas échéant, en favorisant leur protéolyse quand elles sont malgré tout, mal
repliées (Goldberg, 2005 ; Hannig and Makrides, 1998 ; Sgrensen and Mortensen, 2005a).
Ces protéines (DnaK, GroEL, GroES, ClpB...) appartiennent a la famille des Heat Shock
Proteins (Arrigo, 2005 ; Baneyx, 1999 ; Graslund et al., 2008 ; Sgrensen and Mortensen,
2005a). Leur co-expression avec certaines PtR d’intérét améliorent le repliement et la

solubilité de celles-ci (Hannig and Makrides, 1998).
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2.2.4. Expression dans le périplasme et sécrétion dans le milieu de culture

L’expression cytoplasmique est désirée car elle permet d’obtenir des PtR en grande
quantité (Sgrensen and Mortensen, 2005a). Néanmoins, ce compartiment cellulaire n’est pas
toujours optimal car il contient des protéases et plusieurs autres protéines qui peuvent
complexifier la purification de la PtR (Berlec and Strukelj, 2013). De plus, I'expression des
PiR riches en ponts disulfures n’y est pas adaptée car I'environnement y est réducteur
(Baneyx, 1999; Berlec and Strukelj, 2013; Lilie et al., 1998). Pour y remédier, il est possible
d'utiliser des souches mutantes pour des réductases (Assenberg et al., 2013; Baneyx, 1999;
Hannig and Makrides, 1998; Makrides, 1996) et de les cultiver a basse température (Swartz,
2001), ou encore d’orienter I'expression dans le périplasme (figure 20) dont I'environnement
oxydant et pauvre en Pt bactériennes est plus adapté pour le bon repliement et la purification
de la PtR (Assenberg et al., 2013 ; Berlec and Strukelj, 2013 ; Swartz, 2001). Pour cela, des
bactéries surexprimant des foldases peuvent étre cultivées dans un milieu oxydant
(Andersen and Krummen, 2002 ; Baneyx, 1999 ; Hannig and Makrides, 1998 ; Lilie et al.,
1998 ; Sgrensen and Mortensen, 2005b).

Membrane externe
O i } Périplasme
H = W ‘ - - =

) %%& &(@&&% &%6(’) 5&6@ Membrane cytoplasmique

Cytoplasme

5Phospho|ipideeVLipoponsaccharide . Lipoprotéine O Protéines recombinantes

@Q ‘. Protéines structurales et enzymatiques /BB Peptidoglycane

Figure 20. Expression de PtR dans le périplasme d’E. coli.

(Biologie marine, [en ligne])

En dernier recours, la sécrétion de la PtR dans le milieu de culture peut étre
envisagée. Dans ce cas, il s’agit soit d’utiliser des souches ne possédant pas de constituants
membranaires, soit de perméabiliser la membrane cytoplasmique ou d’activer des
mécanismes endogenes de sécrétion (Jana and Deb, 2005 ; Sgrensen and Mortensen,
2005a). Cette stratégie est avantageuse car il y a peu de risques de protéolyse et elle facilite
les étapes de purification (Hannig and Makrides, 1998). Néanmoins, elle est peu
transposable a I'échelle industrielle a cause du faible rendement et de I'importante dilution de
la PtR qu’elle entraine (Baneyx, 1999 ; Hannig and Makrides, 1998 ; Swartz, 2001).
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2.3. Renaturation des protéines recombinantes agrégées

Dans certains cas, la formation de corps d’inclusion est inévitable malgré 'usage des
méthodologies décrites précédemment. Dans d’autres, elle est intentionnelle dans la mesure
ou les Cl permettent I'expression d’'une grande quantit¢ de PtR, les protégent de la
protéolyse et protégent I'héte contre la toxicité de certaines PtR. De plus, leur purification est
facile compte tenu de leur forte densité comparée a celle des autres constituants cellulaires
(Berlec and Strukelj, 2013 ; Betton and Chaffotte, 2005 ; Clark, 2001 ; Hannig and Makrides,
1998 ; Lilie et al., 1998 ; Palomares et al., 2004 ; Singh and Panda, 2005). Dans tous les
cas, quand une PtR est produite dans des CI, des étapes de solubilisation et de
« renaturation » sont nécessaires. Elles consistent a isoler les Cl, solubiliser puis replier
correctement la PtR (De Bernardez Clark, 1998 ; Palomares et al., 2004 ; Singh and Panda,
2005 ; Sgrensen and Mortensen, 2005b).

2.3.1. Isolement des corps d’inclusion

Les bactéries contenant des ClI sont lysées mécaniquement (pression), chimiquement
ou enzymatiquement (lysozyme). Pour séparer les Cl des autres constituants cellulaires, le
lysat obtenu est centrifugé a faible vitesse, et le culot est récupéré. Ce culot est lavé avec
des tampons contenant des sels, des agents chaotropiques (urée, chlorure de guanidium) ou
des détergents (Triton®X-100, désoxycholate de sodium) a faible concentration (De
Bernardez Clark, 1998 ; Clark, 2001 ; Lilie et al., 1998 ; Singh and Panda, 2005).

2.3.2. Solubilisation des corps d’inclusion et des protéines recombinantes

La solubilisation des CI est délicate car elle implique la dénaturation compléte de la
PtR d’intérét. Elle est réalisée a pH alcalin, a forte température et en présence d’agents
chaotropiques, de réducteurs, de détergents et de chélateurs (EDTA) (De Bernardez Clark,
1998 ; Betton and Chaffotte, 2005 ; Lilie et al., 1998 ; Singh and Panda, 2005).

Les agents réducteurs (dithiothréitol : DTT, p-mercapto-éthanol, cystéine, etc.) et les
chélateurs permettent d’éviter 'oxydation des cystéines et la formation de ponts disulfures
intra/inter moléculaires de fagon aléatoire (Clark, 2001 ; Singh and Panda, 2005). Les
détergents (dodécyl sulfate de sodium : SDS, etc.) permettent, quant a eux, la solubilisation
mais ils présentent I'inconvénient d’interférer avec les étapes de purification. Ils doivent donc
impérativement étre retirés avant la renaturation et l'utilisation des PtR, surtout sur des
cellules ou tissus vivants. Cette élimination nécessite un traitement particulier, ce qui peut
complexifier le processus (De Bernardez Clark, 1998 ; Clark, 2001 ; Singh and Panda,
2005).

62



2.3.3. Repliement des protéines recombinantes solubilisées

Cette étape est favorisée par I'élimination de tous les agents dénaturants, réducteurs
et chélateurs utilisés lors de la solubilisation de la PtR, ainsi que par l'ajout éventuel de
petites molécules (L-arginine) ou de cofacteurs (ions divalents) (Betton and Chaffotte, 2005 ;
Lilie et al., 1998 ; Singh and Panda, 2005). Il est nécessaire de contrbler la température, le
pH, la force ionique et les conditions redox surtout pour les PtR riches en ponts disulfures
(De Bernardez Clark, 1998 ; Clark, 2001 ; Lilie et al., 1998 ; Singh and Panda, 2005).

Les méthodes disponibles pour éliminer ces agents sont la dilution, la dialyse, la
diafiltration ou encore la chromatographie (De Bernardez Clark, 1998 ; Betton and Chaffotte,
2005 ; Clark, 2001 ; Lilie et al., 1998 ; Singh and Panda, 2005).

La dilution

La dilution de la PtR directement dans le tampon de renaturation est la solution la
plus souvent envisagée pour une production a petite échelle (De Bernardez Clark, 1998 ;
Singh and Panda, 2005). Néanmoins elle présente I'inconvénient de nécessiter des gros
volumes de tampons et de rajouter des étapes de concentration de la PtR (Clark, 2001 ;
Singh and Panda, 2005).

La dialyse

Procédé basé sur la lente diffusion de petites molécules, la dialyse est difficilement
transposable a I'échelle industrielle. De plus, du fait de I'exposition de la PtR a des
concentrations intermédiaires du tampon de dénaturation pendant des périodes prolongées,
celle-ci peut s’agréger de nouveau (De Bernardez Clark, 1998). En outre, il peut arriver que

la PtR se fixe a la membrane et ne puisse plus étre récupérée (Clark, 2001).

Diafiltration

La diafiltration est un procédé proche de la dialyse car elle permet aussi 'échange de
tampon et le désalage de la solution de PtR. Cependant, a la différence de la dialyse, elle
présente l'avantage d’étre couplée a I'ultracentrifugation, ce qui permet de concentrer

I'échantillon et d’en limiter les pertes (Schwartz, 2014, [en ligne]).

Chromatographie

La chromatographie d’affinité est souvent utilisée dans le cas des PtR possédant un
partenaire de fusion. Celui-ci permet d'immobiliser la PtR de fagon spécifique sur une résine
(De Bernardez Clark, 1998; Betton and Chaffotte, 2005). L’avantage de la chromatographie
est de permettre simultanément 'élimination des agents dénaturants, le bon repliement et la
purification in situ de la PtR (Clark, 2001 ; Lilie et al., 1998 ; Singh and Panda, 2005).
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2.4. Syntheése sur la solubilité des protéines recombinantes

Il n’est pas toujours possible de prévoir si une PtR sera soluble d’emblée ou produite
dans des ClI, et donc s'il sera nécessaire de la renaturer in vitro ou pas (Palomares et al.,
2004). Le repliement in vitro est un processus empirique, spécifique a chaque Pt (De
Bernardez Clark, 1998 ; Betton and Chaffotte, 2005; Goldberg, 2005), ne permettant pas
toujours de recouvrer un bon taux de PtR bioactive (Baneyx, 1999; Palomares et al., 2004 ;
Singh and Panda, 2005) et aboutissant parfois a la précipitation de la PtR renaturée. Pour
ces raisons, il est souvent préférable d’agir en amont sur le géne codant la Pt ou sur le
systéme d’expression, afin de promouvoir le repliement cellulaire (Betton and Chaffotte,
2005 ; Palomares et al., 2004 ; Sgrensen and Mortensen, 2005b).

3. Garantir la stabilité des protéines recombinantes exprimées

En régle générale, les PtR exprimées sont stables quand elles sont solubles, donc
correctement repliées. En effet, dans le cas contraire, la bactérie met en place un
mécanisme de survie en favorisant la dégradation des PtR agrégées et insolubles (Makrides,
1996). La protéolyse bactérienne est d’autant plus réalisable que la PtR, méme soluble,
arbore des sites de clivage particuliers ou des acides aminés bien précis en N-terminal
(European Molecular Biology Laboratory, [en ligne]).

Pour éviter la protéolyse, plusieurs moyens sont envisageables : réduction de la
température de culture pendant I'induction, partenaire de fusion, chaperonnes, adressage
des PtR dans le périplasme ou le milieu de culture, inhibiteurs de protéases, souches
déficientes en protéases, etc. (European Molecular Biology Laboratory, [en ligne] ; Baneyx,
1999 ; Hannig and Makrides, 1998 ; Sgrensen and Mortensen, 2005a).

4. Synthése sur I’expression des protéines recombinantes dans E. coli

Escherichia coli est un hote qui permet une production rapide et économique de PtR,
en particulier d’'intérét thérapeutique (insuline, hormone de croissance, etc.). L’amélioration
des connaissances en génétique, en biologie moléculaire et en biochimie a permis de
développer une variété de stratégies pour garantir un haut niveau d’expression, une bonne
solubilité et une bonne stabilité protéique (Jana and Deb, 2005). En définitive, avant
d’envisager d’exprimer une PtR dans E. coli, il faut tenir compte de sa nature, des
caractéristiques du plasmide, de la souche bactérienne, et des conditions de culture
(Graslund et al., 2008).

Une fois fortement exprimée, solubilisée et stable, la PtR peut ensuite étre purifiée et

caractérisée par diverses méthodes exposées dans la section 3 de ce chapitre.
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Section 3 - Purification et caractérisation des protéines recombinantes

1. Etape préalable a la purification des protéines recombinantes : clarification
L’étape préalable a la purification consiste a isoler les Pt solubles des constituants
bactériens solides. Si la PtR est sécrétée dans le milieu de culture, une simple centrifugation
ou une filtration est suffisante pour obtenir un échantillon clarifié prét a étre purifié.
Cependant, dans la plupart des cas, la PtR doit étre extraite de la bactérie aprés une lyse
physique, mécanique, enzymatique ou thermique. Les conditions de lyse doivent permettre
d’éviter 'oxydation et la protéolyse, mais aussi la contamination par 'ADN génomique. Le
lysat bactérien obtenu est ensuite centrifugé et le surnageant est recueilli pour la purification

(European Molecular Biology Laboratory, [en ligne] ; Graslund et al., 2008).

1.1. Lyse physique : sonication

Cette méthode consiste a appliquer plusieurs impulsions courtes d’'ultrasons de fagon
discontinue. Les phénomeénes de cisaillement et de cavitation engendrés sont suffisants pour
lyser de faibles quantités de bactéries (1-6 L de bouillon). Néanmoins, la chaleur dégagée
expose au risque de dégradation de la PtR. La suspension bactérienne doit, par conséquent,
étre maintenue dans la glace pendant tout le processus de lyse (European Molecular Biology

Laboratory, [en ligne] ; Peti and Page, 2007).

1.2. Lyse mécanique : homogénéisateurs

Les homogénéisateurs permettent d’appliquer plusieurs fois une forte pression aux
bactéries, puis a relacher brutalement cette pression. Ces appareils, en téte desquels la
French press, sont adaptés pour lyser de trés grandes quantités de bactéries (plusieurs
dizaines de litres de bouillon). lls présentent néanmoins l'inconvénient de dégager de la
chaleur et de former de la mousse, ce qui expose au risque dinactivation de la PtR

(European Molecular Biology Laboratory, [en ligne]).

1.3. Lyse enzymatique : lysozyme

Le lysozyme est capable de digérer le peptidoglycane de la paroi bactérienne lorsqu’il
est accessible. Chez les bactéries a Gram négatif, il est nécessaire de perméabiliser la
membrane externe (figure 21) par I'ajout de tampon Tris-EDTA. Pour augmenter I'efficacité
de la lyse enzymatique, il est possible de la combiner a la sonication (European Molecular
Biology Laboratory, [en ligne]). Cette méthode de lyse est peu rentable pour les grands

volumes de culture compte tenu du codt élevé de 'enzyme (Peti and Page, 2007).
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Figure 21. Lyse enzymatique du peptidoglycane bactérien.

(Biologie marine, [en ligne])

1.4. Lyse thermique : cycles congélation-décongélation

La lyse thermique consiste a faire plusieurs cycles de congélation dans de l'azote
liquide (puis a -20°C ou -80°C pendant plusieurs heures) et de décongélation des bactéries a
température ambiante (Peti and Page, 2007). Pour augmenter [l'efficacité de la lyse

thermique, il est possible de la combiner a la sonication et/ou a la lyse enzymatique.

2. Purification des protéines recombinantes

La purification d’'une PtR permet non seulement d’isoler celle-ci du reste des Pt
bactériennes, mais aussi de la concentrer (Costa et al., 2014). Cette séparation est possible
grace a la différence de propriétés physicochimiques entre la PiR et les Pt bactériennes
(affinité pour un ligand, charge ionique, taille, hydrophobicité, etc.). La méthode la plus
utilisée est la chromatographie d’affinité qui, en général, suffit pour obtenir un bon degré de
pureté de la PtR. Néanmoins, si un plus grand degré de pureté est nécessaire, d’autres
techniques peuvent étre envisagées: chromatographie liquide haute performance,
chromatographie d’échange d’ions (CEIl), chromatographie d’exclusion stérique (CES)
(Costa et al., 2014 ; Jayaraj and Smooker, 2009). Ces techniques qui permettent d’obtenir
des rendements supérieurs a 90 % (Arnau et al., 2006 ; Costa et al., 2014), se décomposent
en trois étapes: l'adsorption de la PtR sur un ligand spécifique greffé sur une matrice

(agarose, sépharose...), I'élimination des autres Pt par des ringages, et I'élution de la PtR.
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2.1. Chromatographie d’affinité

Cette technique permet d’isoler la PtR grace a son affinité pour un ligand immobilisé
sur une matrice solide (figure 22). Ce ligand peut étre une immunoglobuline, un composé
protéique ou osidique, un ion métallique, etc. (Costa et al.,, 2014 ; Pina et al., 2014). |l
interagit avec une partie propre de la PtR ou avec le partenaire de fusion (tableau XIV).

Historiquement, le premier couple « tag-ligand » utilisé était basé sur l'affinité entre la
protéine A du Staphylocoque (SpA) et le fragment Fc de 'immunoglobuline G (IgG) de
mammifére. Ainsi, en 1985, une forme de phosphatase alcaline fusionnée avec SpA fut
produite et sa purification sur un support d’lgG fut réalisée (Pina et al., 2014). Le rendement
final de ce systéme de purification est souvent supérieur a 95% (Guan and Chen, 2014).

Concernant les ligands protéiques, les plus connus sont la streptavidine, la
calmoduline et le glutathion. lls permettent de purifier des PtR fusionnées avec la biotine, la
calmodulin binding protein et la GST, respectivement (Pina et al., 2014 ; Zhao et al., 2013).

Quant aux ligands osidiques (asialofétuine, rhamnose, lactose, amylose...), ils
permettent de purifier des lectines (Guan and Chen, 2014 ; Nascimento et al.,, 2012) ou
d’autres Pt fusionnées avec la MBP par exemple (Pina et al., 2014 ; Zhao et al., 2013).

Enfin, certains ligands ioniques (cuivre, nickel, zinc, cobalt) permettent de purifier des
PtR fusionnées avec un tag histidine, grace a leur interaction avec les noyaux imidazole
(Arnau et al., 2006 ; Baneyx, 1999 ; Pina et al., 2014 ; Young et al., 2012 ; Zhao et al., 2013).

Depdt Lavage Elution

(o PR 0 Impuretés

Figure 22. Principe de purification des PtR
par chromatographie d’affinité.

(Leblanc B., [en ligne])
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Tags Ligands Méthodes d'élution
His6 : Tag hexahistidine lons métalliques divalents (Cu, Co, Ni, Zn) Compétition avec de I'imidazole
GST : Glutathion-S-transférase Glutathion Compétition avec du glutathion
MBP : Maltose binding protein Amylose Compétition avec du maltose
Strep |l : Streptavidin binding peptide Streptavidine Compétition avec de la biotine
CBP : Calmodulin binding protein Calmoduline Chélateurs de calcium (EDTA)
Protéine A du Staphylocoque IgG Acidification du milieu

Tableau XIV. Exemples de tags d’affinité utilisés pour purifier des PtR.

(Costa et al., 2014)

2.2. Chromatographie d’échange d’ions

La chromatographie d’échange d’ions permet de séparer les Pt en fonction de leur
charge ionique de surface. La phase stationnaire est une matrice chargée positivement
(figure 23), ou négativement, pour une chromatographie d’échange d’anions, ou de cations,
respectivement. Ainsi, les Pt possédant une charge ionique de surface opposée a celle de la
matrice pourront s’y fixer (Duong-Ly and Gabelli, 2014a ; European Molecular Biology
Laboratory, [en ligne]). L’élution des Pt est effectuée grace a des modifications de la force

ionique ou du pH de la solution tampon, de fagcon a diminuer leurs charges ioniques de
surface.
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Figure 23. Principe de purification des PtR
par chromatographie d’échange d’anions.

(Leblanc B., [en ligne])
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Cette chromatographie permet d’obtenir un bon rendement de purification dans la
plupart des cas. Cependant, elle nécessite de tester plusieurs valeurs de pH en tenant
compte du pl de la PtR, pour déterminer celle qui permet la meilleure séparation. De plus, il
peut arriver qu’une Pt bactérienne posséde une charge ionique de surface similaire a celle
de la PtR et, par conséquent, qu’elle soit co-éluée. Dans ce cas, les deux Pt peuvent ensuite
étre séparées selon leur taille par la chromatographie d’exclusion stérique par exemple
(Duong-Ly and Gabelli, 2014a).

2.3. Chromatographie d’exclusion stérique

La chromatographie d’exclusion stérique permet de séparer des composés selon leur
taille. La matrice est composée de billes poreuses. Les plus grosses Pt passent entre les
billes et sortent en premier de la colonne. Les plus petites Pt quant a elles, sont retenues

dans les pores des billes et sont donc les derniéres a étre éluées (figure 24).
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Figure 24. Principe de purification des PtR
par chromatographie d’exclusion stérique.

(Leblanc B., [en ligne])
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Cette technique ne doit pas étre utilisée dés le début de la purification d’'une PtR
puisque dans le lysat bactérien plusieurs Pt peuvent avoir la méme taille et ne pourront donc
pas étre correctement séparées. Elle est plus adaptée en complément d’'une premiére
chromatographie (affinité ou échange d’ions), pour affiner la purification de la PtR (Duong-Ly
and Gabelli, 2014Db).

2.4. Chromatographie d’interactions hydrophobes

En solution, les Pt hydrophobes cherchent davantage a s'associer entre elles qu'a
s'hydrater (McCue, 2014). Des résines fortement chargées en sels et composées de
groupements hydrophobes permettent de retenir de telles Pt. Celles-ci sont ensuite éluées
par un gradient décroissant de sel (figure 25) (European Molecular Biology Laboratory, [en
ligne]). Tout comme la chromatographie d’exclusion stérique, la chromatographie

d’interactions hydrophobes est plus adaptée pour affiner la purification d’'une PtR.
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Figure 25. Principe de purification des PtR par chromatographie d’interactions hydrophobes.

(Leblanc B., [en ligne])

2.5. Clivage des partenaires de fusion

Malgré I'utilité des tags pour améliorer la purification, ces partenaires de fusion
peuvent modifier la solubilité et I'activité biologique des PtR, voire les rendre immunogénes
(Arnau et al., 2006 ; Costa et al., 2014 ; Young et al., 2012 ; Zhao et al., 2013). Afin d’éviter
cela, il est nécessaire de cliver le tag aprés I'étape de purification, ou si possible, de cloner

des séquences sans tag (Arnau et al., 2006 ; Frey and Goérlich, 2014).
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2.5.1. Clivage chimique

Les tags peuvent étre retirés par réaction chimique simple avec de [lacide
iodobenzoique, du bromure de cyanogéne, des ions cuivriques (Cu®*) (Sodoyer, 2004) ou
encore de l'acide formique. Cette réaction est néanmoins peu spécifique et peut affecter la
stabilité et la solubilité de la PtR (Costa et al., 2014).

2.5.2. Clivage enzymatique classique

Les PiR taguées contiennent en N ou C-terminal, une séquence reconnue par des
protéases spécifiques telles que I'entérokinase, le facteur X activé, I'a-thrombine, la protéase
du virus du tabac (TEV : tobacco etch virus) ou du rhinovirus humain 3C (Arnau et al., 2006 ;
Costa et al., 2014 ; Guan and Chen, 2014 ; Young et al., 2012 ; Zhao et al., 2013).

Apres sa purification, la PR faguée est incubée avec une protéase spécifique du tag.
Une fois clivé, le tag est séparé de la PtR par une autre étape de chromatographie d’affinité :
alors qu’il se fixe a la résine, la PtR est, quant a elle, éluée par gravité (Costa et al., 2014;
Frey and Gdrlich, 2014). Ce type de clivage, bien que couramment utilisé, présente plusieurs
inconvénients. En effet, I'ajout d’'une nouvelle étape de purification complexifie le procédé et
conduit a la diminution du rendement final d’autant que le clivage peut étre incomplet
(Baneyx, 1999 ; Costa et al., 2014 ; Guan and Chen, 2014). De plus, les protéases peuvent
lyser la PtR de facon non spécifique et sa solubilité, ainsi que son activité, peuvent étre
affectées (Costa et al., 2014). Enfin, le co(t des protéases et tampons est élevé, ce qui rend
difficile I'exploitation a I'échelle industrielle (Costa et al., 2014 ; Guan and Chen, 2014 ; Pina
et al., 2014).

2.5.3. Clivage enzymatique sur colonne

Afin de réduire les colts et le nombre de purifications, il est possible de n’utiliser
gu’une seule colonne de chromatographie : la PtR taguée y est immobilisée via son tag, la
protéase rajoutée clive le tag et libére la PtR (Frey and Goérlich, 2014) (figure 26). Cette
alternative permet d’utiliser 'enzyme en faible quantité et de la réutiliser plusieurs fois, ce qui
est un atout a I'échelle industrielle (Arnau et al., 2006 ; Pina et al., 2014). Ce procédé de
clivage sur colonne est couramment utilisé, notamment pour les PtR fusionnées avec la GST
ou la MBP (Frey and Goérlich, 2014).
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Figure 26. Principe du clivage enzymatique du tag sur colonne.

(Adapté de Pina et al., 2014)

2.5.4. Intérét des protéines recombinantes non taguées

Compte tenu des nombreux inconvénients du tag (modifications physicochimiques et
biologiques, immunogénécité...) et de son clivage (codt, efficacité imprévisible, diminution du
rendement...), il est souvent préférable a I'échelle industrielle, de produire des PtRIT non

taguées et d’en adapter les méthodes de purification (Arnau et al., 2006 ; Pina et al., 2014).

2.6. Elimination des endotoxines

La production de PtR par E. coli expose a des risques de contamination des
préparations par des endotoxines bactériennes (LPS). Or les préparations de PtRIT étant
généralement destinées a I'usage parentéral, il est indispensable qu’elles soient apyrogénes.
Plusieurs méthodes sont disponibles pour cela : la chromatographie d’affinité avec
immobilisation de polymyxine B ou d’histidine (Lowe et al., 2012), la séparation de phase en
présence de Triton X-114 (Liu et al., 1997) ou encore I'adsorption du LPS sur des cristaux de
silicate de calcium hydratés (Zhang et al., 2005).
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Pour contréler le niveau d’endotoxines résiduelles, la Pharmacopée Européenne
préconise le test du lapin et le Limulus test. Le premier consiste a injecter en intraveineuse la
solution a tester (X), contenant la PtR, a trois lapins et a mesurer |'augmentation de
température qui ne doit pas excéder 1,15 °C. Le deuxiéme test consiste a mettre la solution X
en présence d'un lysat d’amcebocytes de limule (Limulus polyphemus) (figure 27): la
survenue d’une coagulation traduit la présence d’endotoxines.

D’autres tests rapides et peu colteux, mais non validés par la Pharmacopée
Européenne, peuvent étre utilisés. Il s’agit notamment d’observer I'expression de génes
cibles de la PtR et/ou la production de nitrites, par des cellules sensibles aux endotoxines et
cultivées en présence de la solution X. Si la PtR d’intérét peut produire le méme signal que
le LPS sur ces cellules, il est alors nécessaire de la dénaturer thermiquement (a 100°C) et
de re-tester la solution X. Le signal observé aprés dénaturation ne sera attribuable qu’au

LPS, molécule thermostable.

Figure 27. Limule (Limulus polyphemus).

(Aquaportail, [en ligne])

3. Caractérisation des protéines recombinantes

3.1. Méthodes qualitatives

Dans le cadre d’'une production de PtR pour des applications thérapeutiques, il est
indispensable que cette Pt se trouve dans un état natif a la fin du processus. De nombreuses
techniques permettent d’analyser lintégrité, 'homogénéité et la qualité des structures
protéiques (Betton and Chaffotte, 2005 ; Graslund et al., 2008). Certaines d’entre elles sont
succintement évoquées dans les paragraphes suivants. Quant a I'activité biologique des PtR
produites, elle est validée par divers tests in vitro ou in vivo en fonction de la nature méme
de la Pt (Betton and Chaffotte, 2005).
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3.1.1. Electrophorése

La technique la plus couramment utilisée pour identifier des Pt est I'électrophorése en
gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE) (figure 28).
Grace un champ électrique appliqué dans la cuve d’électrophorése, les Pt (toutes chargées
négativement grace au SDS), sont séparées en fonction de leur taille. Elles sont ensuite
révélées apres la coloration du gel (bleu de Coomassie, nitrate d’argent...). Ces méthodes

de révélation permettent d’estimer la pureté de la préparation et de vérifier la taille de la PtR.

Echantillon de Pt

Cuve

Tampon

Figure 28. Dispositif d’électrophorése de protéines.

(Leibniz intitute for age research, [en ligne])

3.1.2. Mesure du dichroisme circulaire

Le dichroisme circulaire est un phénoméne d’absorption de la lumiére par certaines
molécules en fonction de leur polarisation. Il concerne donc toute molécule optiguement
active et en particulier les molécules biologiques du fait de leur chiralité. Dans le cas des
protéines, la mesure du dichroisme circulaire dans I'UV lointain (180-260 nm) fournit des
informations sur leur structure secondaire (hélices a, feuillets B, tours et structures
désordonnées). Les signaux dichroiques obtenus dans UV proche (250-330 nm)
fournissent, quant a eux, des informations sur I'environnement des acides aminés

aromatiques (Centre de biophysique moléculaire, [en ligne]).
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3.1.3. La diffusion dynamique de la lumiére

La diffusion dynamique de la Ilumiére (DLS) est une technique d'analyse
spectroscopique permettant de mesurer le rayon de particules en suspension dans un liquide
(Malvern Instruments, [en ligne] ; Horiba Scientific, [en ligne]). Lorsque la lumiére d'un laser
atteint des petites particules, la lumiére diffuse dans toutes les directions. L’intensité de cette
lumiére varie en fonction du temps car les particules ne sont pas statiques, mais au contraire
elles sont soumises au mouvement Brownien. Ainsi, plus ces particules sont petites, plus
elles sont mobiles et plus I'intensité de la lumiére diffusée varie rapidement. Le signal obtenu
(figure 29) permet de définir des indices reflétant le volume des particules de I'échantillon

ainsi que leur nombre.
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Figure 29. Principe de la diffusion dynamique de la lumiére.

(Jones M., [en ligne])

3.1.4. La spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse (SM) est une technique d'analyse permettant d'identifier
des molécules grace a leur masse, de caractériser leur structure chimique et de vérifier leur
intégrité ainsi que leur pureté (Goulding and Perry, 2003). Son principe est basé sur la

séparation de molécules ionisées en fonction de leur rapport masse/charge (figure 30).

Source d'ions  wipy l mip  Detection  wip I
Praduiis di Separtion des 1ons Conversion dun Représentation des
S produits en fonction courant iomigque en donéees dans un

Pase B du rapport m'z courant electrigue spectre de masse

Figure 30. Principe de la spectrométrie de masse.
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Il existe plusieurs types de spectrométres de masse, classés en fonction de la
technique d’ionisation et de détection du signal (Leblanc, B., [en ligne]). Dans le cas de
l'identification des protéines, c’est la SM couplant une source d'ionisation laser assistée par
une matrice (MALDI, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation) et un analyseur a temps
de vol (TOF, time-of-flight mass spectrometry), qui est généralement utilisée. Aprés digestion
de la protéine par de la trypsine, I'échantillon contient des peptides dits « tryptiques » qui
sont isolés les uns des autres et immobilisés sur une matrice. Ces peptides sont excités par
une lumiére laser, ce qui d’'une part, provoque leur désorption et, d’autre part, leur ionisation.
Les peptides ionisés sont ensuite propulsés vers une électrode de charge opposée puis,
vers le détecteur. Le signal ainsi détecté est transformé en spectre de masse représentant

I'abondance relative des peptides ionisés détectés, en fonction de leurs rapports m/z.

3.1.5. La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire

La spectroscopie par résonance magnétique (RMN) est une technique qui exploite
les propriétés magnétiques de certains noyaux atomiques ('H, *C, F, 3'P, Xe...).
Lorsque ces noyaux sont soumis a un rayonnement électromagnétique, ils peuvent absorber
I'énergie du rayonnement puis la relacher lors de la relaxation. L'énergie mise en jeu lors de
ce phénoméne de résonance correspond a une fréquence trés précise, dépendant du champ
magnétique et d'autres facteurs moléculaires. Le phénoméne RMN est utilisé en imagerie
médicale sous le nom (IRM) mais aussi en biologie structurale pour établir, entre autres, la

structure des protéines (Mispelter J., 2007, [en ligne]).

3.1.6. La cristallographie aux rayons X

Cette technique est basée sur la capacité des ions, atomes ou molécules a cristalliser
et a diffracter des rayons X. Lorsque le cristal a étudier est irradié par un fin faisceau de
rayons X, chacun des atomes du cristal diffuse une onde de faible amplitude qui se propage
dans toutes les directions. Les ondes issues des atomes interférent et donnent lieu a de la
diffraction, faisant apparaitre sur le détecteur des taches correspondant a la densité
électronique. Cette densité permet de localiser chaque atome et ensuite de reconstituer la

structure d’'une molécule (figure 31) (Kneller G., [en ligne]).
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Figure 31. Principe de la détermination de la structure d’une protéine
par cristallographie aux rayons X.

(Kneller G., [en ligne])

3.2. Méthodes quantitatives

La quantification directe ou indirecte de la PtR purifiée, est effectuée par
spectrométrie d’absorption UV. Soit I'absorbance de la PtR a 280 nm est directement
mesurée par un spectrophotométre et sa quantité est calculée en tenant compte du
coefficient d’extinction molaire. Soit la PtR est dosée par des méthodes colorimétriques
basées sur l'interaction de certains acides aminés avec un colorant (méthode de Bradford)
ou avec des ions cuivreux + des réactifs aromatiques (méthode du Biuret, de Lowry, du
BCA : acide bicinchoninique) (European Molecular Biology Laboratory, [en ligne] ; Graslund
et al., 2008). Pour ces dosages, on mesure I'absorbance de chaque point d’'une gamme de
quantités connues de protéines (albumine, immunoglobulines...) et on établit une droite dont

'équation servira a calculer la quantité (puis la concentration) de la PtR.

4. Conservation de la protéine recombinante

Les conditions de conservation dépendent fortement de la nature méme de la PR
mais aussi de la durée de conservation voulue. En général, il faut éviter des conditions
proches des limites de stabilité de la Pt (pH extrémes, tampons peu adaptés...) ainsi que
lajout de composés susceptibles d’interférer par la suite (European Molecular Biology

Laboratory, [en ligne]).
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Pour une durée inférieure a 24h, la PtR peut étre conservée a 4°C. Au-dela et pour
certaines Pt, il est nécessaire de filtrer la solution en condition stérile ou d’y ajouter un agent
bactériostatique (European Molecular Biology Laboratory, [en ligne]).

Pour une durée de quelques semaines, il est nécessaire de congeler la solution dans
de l'azote liquide aprés y avoir éventuellement ajouté des agents stabilisants comme le
glycérol ou de la sérum-albumine bovine. Il est également conseillé de répartir cette solution
en petits aliquotes pour éviter les cycles successifs de congélation-décongélation
susceptibles d’altérer la structure de la Pt et de réduire son activité (Graslund et al., 2008).

Pour des périodes excédant plusieurs mois, les Pt sont conservées a -20°C, a -80°C
ou dans de I'azote liquide. Bien que ce ne soit pas obligatoire, il est fortement recommandé
de rajouter des agents stabilisants. La lyophilisation est une alternative a ces méthodes de
conservation ; elle permet non seulement de concentrer la Pt, mais aussi de la conserver a
4°C pendant plusieurs mois (Graslund et al., 2008).

Lorsqu’elle est a usage thérapeutique, la PtR subira d’autres tests (activité,
apyrogénécité, stabilité...) avant d’étre mise dans une forme galénique adéquate. L’aspect

galénique ne sera volontairement pas abordé dans ce mémoire.

5. Synthése sur la purification et la caractérisation des protéines

recombinantes

Aprés avoir été exprimée par des bactéries E. coli, la PtR doit étre séparée des Pt
endogénes de I'héte. Cette purification s’effectue le plus souvent par chromatographie, en
mettant a profit I'affinité sélective du partenaire de fusion (tag) pour un ligand immobilisé sur
une matrice. Dans le cas des PtRIT, le tag doit ensuite étre clivé pour limiter les éventuelles
modifications d’activité des Pt. De plus, les endotoxines bactériennes (pyrogénes) doivent
étre éliminées des préparations car celles-ci sont généralement destinées a l'usage
parentéral. Enfin, les PtR sont caractérisées par diverses méthodes biochimiques et
biophysiques, puis quantifiées avant d’étre mises dans une forme galénique convenable et

conservées de la maniere la plus adaptée.
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Conclusion sur les stratégies de production des protéines recombinantes

d’intérét thérapeutique

En 2011, parmi les 211 bio-médicaments autorisés par I'Agence Européenne du
Médicament et par la Food and Drug Administration (agence sanitaire américaine), 91 (43%)
ont été produits dans des cellules de mammiféres, 66 (31%) dans des bactéries E. coli, 31
(15%) dans des levures et le reste, dans divers hétes (hybridomes, cellules d’insectes,
plantes, animaux transgéniques) (Berlec and Strukelj, 2013).

Les cellules de mammiféres sont les hotes les plus compliqués et les plus chers a
utiliser, mais elles permettent d’exprimer des protéines ayant des modifications post-
traductionnelles. Il en est de méme pour les levures méme si celles-ci ne permettent pas
toujours des glycosylations optimales (Berlec and Strukelj, 2013). Les bactéries E. coli quant
a elles, sont les plus simples a utiliser en raison de leur faible colt d’utilisation et de leur
genétique bien documentée. Néanmoins, elles présentent quelques inconvénients pour
I'expression de protéines eucaryotes. En effet, certains codons qu’elles utilisent sont
différents de ceux des cellules eucaryotes, ce qui peut affecter la qualité de la traduction. De
plus, la PtR produite peut précipiter dans des corps d’inclusion, ce qui complexifie le
processus car cela nécessite une étape supplémentaire de solubilisation. En outre, E. coli
est incapable d’effectuer des modifications post-traductionnelles, ce qui limite son usage a
I'expression de PtR simples (hormones, cytokines, facteurs de croissance, etc) (Berlec and
étrukelj, 2013 ; Ferrer-Miralles et al., 2009).

Plusieurs astuces ont été développées pour contrecarrer les principaux inconvénients
de la production de PtRIT dans E. coli et garantir un haut niveau d’expression, de solubilité
et de stabilité des protéines. Ces astuces permettent d’optimiser le transgéne (minimisation
du nombre de codons, ajout de partenaires de fusion...), le plasmide (origine de réplication,
promoteur...), la souche (mutations diverses...) et les conditions de culture (composition du
milieu, température...) (Berlec and Strukelj, 2013). Ainsi, malgré les limites apparentes du
systeme bactérien, 75% des Pt humaines et 90% des Pt répertoriées dans la base de

données internationale PDB, ont été produites dans E. coli (Costa et al., 2014).

Le présent chapitre a permis de présenter 'ensemble des outils nécessaires a la
conception, I'expression, la purification et la caractérisation des protéines recombinantes
d’intérét thérapeutique. Il a constitué une base de travail pour créer et produire une forme
tronquée de la galectine 3, dont les propriétés paraissent intéressantes pour le traitement de

la polyarthrite rhumatoide et de I'arthrose.
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Chapitre 2

Physiopathologie de I'arthrose et de
la polyarthrite rhumatoide
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Section 1 - Rappels anatomiques d’une articulation synoviale

Une articulation synoviale est composée de plusieurs éléments interdépendants dont
le cartilage, I'os sous-chondral, la membrane synoviale, la capsule articulaire, les ligaments
et les tendons (figure 32).

Le cartilage est avasculaire et non innervé, rigide mais déformable. Il contient un seul
type cellulaire (chondrocytes) et une volumineuse matrice extracellulaire composée de
protéines (collagéne de type IlI, majoritairement), de glycoprotéines de structure, de
protéoglycanes (agrécane...), ainsi que des enzymes de dégradation matricielle
(métalloprotéases matricielles : MMP-1, 2, 3, 9, 13..., et agrécanases : ADAMTS-4, 5...)

L’'os sous-chondral est la surface osseuse située directement sous le cartilage
articulaire. Il est composé de cellules responsables de la synthése de la matrice osseuse et
de sa minéralisation (ostéoblastes et ostéocytes), ainsi que de cellules responsables de la
résorption de cette matrice (ostéoclastes).

La membrane synoviale est située tout autour de l'articulation et tapisse la capsule
articulaire. Elle contient des macrophages et des fibroblastes (synoviocytes de type A et B,
respectivement), cellules impliquées dans la nutrition et la mobilité de l'articulation, ainsi que
dans la réponse immuno-inflammatoire locale.

Les ligaments et les tendons quant a eux, sont des structures fibreuses assurant la
cohésion et le maintien ainsi que la mobilité de I'articulation. Les premiers servent a relier les

os entre eux et les seconds, permettent aux muscles de s’insérer sur les os.
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Figure 32. Structure d’une articulation synoviale.

(Sport enseignement APSA, [en ligne])
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Section 2 - La polyarthrite rhumatoide

1. Epidémiologie de la polyarthrite rhumatoide

La polyarthrite rhumatoide (PAR) est un rhumatisme inflammatoire chronique
d’origine auto-immune. En France, la prévalence de la PAR est estimée a 0,25 a 0,50 % et
elle peut affecter hommes et femmes de tout age. Toutefois, cette maladie survient plus
fréquemment chez les femmes que chez les hommes (ratio : 4 pour 1), et particulierement

en période péri-ménopausique (40-60 ans) (Société Frangaise de Rhumatologie, [en ligne]).

Il s’agit d’'une pathologie due a la combinaison de plusieurs facteurs :

- psychologiques : survenue suite a un traumatisme émotionnel dans 20-30 % des cas

- hormonaux : survenue prédominante chez les femmes, en péri-ménopause ; rémission
quasi constante pendant la grossesse ; poussée au décours de 'accouchement.

- environnementaux : dans certaines zones ou pays, la PAR est plus ou moins fréquente
(cependant, aucune preuve scientifique n’a permis d’identifier ces facteurs)

- de prédisposition génétique : implication des molécules du CMH (HLA DR1 et HLA DR4)
et de polymorphismes affectant des génes impliqués dans la réponse immunitaire et/ou

inflammatoire.

2. Signes cliniques de la polyarthrite rhumatoide

Du point de vue clinique, la PAR se manifeste par des douleurs inflammatoires
(intenses, permanentes, nocturnes, indépendantes des mouvements et des changements de
position), une raideur articulaire et un épanchement au niveau des articulations bilatérales
(poignets, mains, chevilles, pieds...). En absence de traitement, des Iésions ostéo-
articulaires irréversibles (dégradation du cartilage, érosion osseuse, déformations
articulaires, ruptures tendineuses) (figure 33) et des atteintes extra-articulaires (sclérite,

péricardite, pleurésie, amyloidose) peuvent survenir.

Figure 33. Différents degrés de déformation de la main dans la PAR.

(NIH Senior Health, [en ligne])
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3. Physiopathologie de la polyarthrite rhumatoide

3.1. Généralités

De nombreuses données épidémiologiques, cliniques et génétiques, suggérent que la
pathogenése de la PAR peut étre divisée en trois phases (Holmdahl et al., 2014) (figure 34).
La premiére, biologiquement active mais cliniquement silencieuse, est caractérisée par la
production d’auto-anticorps (anti-peptides citrullinés : anti-CCP) suite a une réaction auto-
immune contre un antigéne inconnu, chez les individus sains mais génétiquement
prédisposés. Les anticorps anti-CCP apparaissent dix ans avant les symptomes de la
maladie, ce qui explique leur valeur diagnostique et prédictive. La deuxiéme phase (arthrite
subclinique) est caractérisée par une infiltration leucocytaire, I'’hyperplasie (pannus) (figure
35) et linflammation de la synoviale (synovite). Enfin, la troisitme phase concerne la
chronicisation de l'arthrite et se traduit par la persistance du pannus, I'activation continue des
cellules immunitaires, la sécrétion de médiateurs solubles pro-inflammatoires (MSP) dont la

Gal-3 (Ohshima et al., 2003), et la dégradation des structures articulaires.
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Figure 34. Etapes de la pathogenése de la PAR.

(Adapté de Holmdahl et al., 2014)
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Figure 35. Localisation du pannus synovial.

(Carenity, [en ligne])

83



3.2. L’arthrite subclinique

Lors du déclenchement de larthrite, la synoviale est peu a peu infilirée par des
polynucléaires neutrophiles, des lymphocytes T CD4+, des lymphocytes B, des plasmocytes
et des macrophages (Agarwal, 2011; Lee and Weinblatt, 2001), ce qui aboutit a la formation
du pannus et a linflammation synoviale (synovite). Ainsi, les polynucléaires neutrophiles
(PN) produisent des espéces réactives de I'oxygéne et autres métabolites impliqués dans
linflammation (acide arachidonique...). Les plasmocytes sécrétent des auto-anticorps
caractéristiques de la maladie. Les macrophages et les lymphocytes T CD4+ activent les
lymphocytes B qui eux-mémes activent les T CD4+ en retour. De plus, les lymphocytes B,
tout comme les macrophages et les PN, sécrétent de nombreuses chémokines et cytokines
pro-inflammatoires capables d’entretenir linfiltration leucocytaire et I'activation cellulaire et,

par conséquent, le pannus et la synovite (Garcia-Hernandez et al., 2014) (figure 36).
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Figure 36. Réle des cytokines pro-inflammatoires la physiopathologie de la PAR.

Au début de la maladie, la synoviale est peu a peu infiltrée par diverses lignée de leucocytes, ce qui aboutit a 'hyperplasie et a
linflammation de la synoviale. Celle-ci concourt a I'activation des leucocytes infiltrés qui sécrétent par la suite des chémokines et
cytokines pro-inflammatoires responsables de I'entretien de I'inflammation et du pannus synovial. APRIL : A Proliferation-Inducing
Ligand (ligand du TNF). BAFF : B-cell Activating Factor (facteur d’activation des lymphocytes B). Ltf : lymphotoxine B. DC : cellules

dendritiques. M® : macrophages. IL : interleukine. IFN : interféron. TNF-a : Tumor Necrosis Factor (facteur de nécrose tumorale).

(Garcia-Hernandez et al., 2014)
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3.3. L’arthrite clinique

Au cours de I'évolution de la maladie, le pannus persistant est responsable de la
dégradation des structures articulaires (Lee and Weinblatt, 2001), principalement le cartilage
et I'os (figure 37). La destruction du cartilage résulte I'action de MSP et de la prolifération
des synoviocytes (Garcia-Hernandez et al., 2014). Les MSP (Gal-3, TNF-a, IL-1, IL-17...)
induisent un changement du phénotype chondrocytaire, de I'état anabolique, caractérisé par
la synthése des composants matriciels, vers I'état catabolique, caractérisé par la production
d’agrécanases et de MMP (Lee and Weinblatt, 2001). En paralléle, les synoviocytes finissent
par envahir le cartilage (Neidhart et al., 2005) jusqu’a atteindre l'os. De plus, ces mémes
synoviocytes surexpriment de la Gal-3 (Neidhart et al., 2005) et sécrétent des Ck (TNF-a, IL-
1, IL-6, IL-17) capables d’activer les ostéoclastes et donc la résorption osseuse (Agarwal,
2011; Garcia-Hernandez et al.,, 2014). Les débris tissulaires résultant de tous ces
phénoménes de dégradation activent en retour la production de MSP, ce qui entretient la
boucle de l'inflammation articulaire. Certains de ces MSP (TNF-qa, IL-1, IL-6) sont des cibles

des biothérapies actuelles (Garcia-Hernandez et al., 2014).
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Figure 37. Réle des cytokines pro-inflammatoires et des métalloprotéases matricielles
dans la dégradation du cartilage et I’érosion osseuse au cours de la physiopathologie de la PAR.

La dégradation du cartilage résulte de nombreux phénomeénes : I'évolution du phénotype chondrocytaire anabolique vers le
phénotype catabolique, 'invasion du cartilage par le pannus, I'activation du complément par des complexes immuns, I'apoptose
des chondrocytes, etc. La résorption osseuse résulte de la sécrétion de certaines cytokines et de I'activation du systéme RANK-
RANKL. RANK : Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B (activateur du récepteur de NFkB). RANKL : Receptor Activator of
Nuclear factor Kappa-B Ligand (ligand de I'activateur du récepteur de NFkB). PGs : prostaglandines. MMPs : métalloprotéases
matricielles. ADAMTS : A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs (agrécanases). IL : interleukine. IFN :
interféron. TNF-a. : Tumor Necrosis Factor (facteur de nécrose tumorale).

(Garcia-Hernandez et al., 2014)
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4. Prise en charge médicamenteuse de la polyarthrite rhumatoide

4.1. Généralités

4.1.1. Recommandations de la Haute Autorité de Santé

Jusqu'en 2011, la Haute Autorité de Santé (HAS) recommandait, en premiére
intention, d’associer un traitement symptomatique antalgique ou anti-inflammatoire, & un
traitement de fond comprenant du méthotrexate (MTX) (ou en cas de contre-indication, du
léflunomide ou de la sulfasalazine), seul ou associé a des biothérapies ciblant le TNF-
o (adalimumab, étanercept ou infliximab). En deuxiéme intention, la HAS préconisait
d’adjoindre un traitement local (injections intra-articulaires de corticoides, synoviorthéses) au
traitement de fond. Celui-ci pouvait étre une bithérapie par méthotrexate + anti-TNF-o, ou +
tocilizumab (anti récepteurs de I'lL-6), ou une monothérapie par rituximab ou abatacept, des
biothérapies ciblant les lymphocytes B ou T, respectivement. En dernier recours, la HAS
recommandait d’utiliser des immunosuppresseurs tels que la ciclosporine ou I'azathioprine.

Compte tenu de la mise sur le marché de nouvelles thérapies, la HAS a lancé, en
début 2014, un programme de travail pour lactualisation de ses recommandations.
L’aboutissement de ce travail est prévu au deuxiéme trimestre de 'année 2015 (Haute

Autorité de Santé, [en ligne]).

4.1.2. Recommandations de I’European League Against Rheumatism

En juillet 2014, I'European League Against Rheumatism (EULAR) a publié ses
nouvelles recommandations pour le traitement de la PAR (Smolen et al., 2014). Selon
FEULAR, il n’y a plus lieu de hiérarchiser 'usage des biothérapies. Ainsi, les anti-TNF-a, le
tocilizumab, l'abatacept et le rituximab sont désormais placés au méme niveau dans la
stratégie thérapeutique. De plus, TEULAR recommande une corticothérapie a faible dose
dés le début du traitement, ce qui concourt au retardement de l'altération de I'articulation.
Enfin, 'TEULAR maintient sa position, publiée en 2010, quant a I'éviction de 'azathioprine et
de la ciclosporine de la stratégie de traitement de la PAR (Kissin, 2014).

La figure 38 illustre la nouvelle stratégie thérapeutique publiée par lEULAR : en
premiére intention, il faudrait utiliser le MTX (ou en cas de contre-indication, le léflunomide
et/ou la sulfasalazine), en association avec une corticothérapie a faible dose. En cas
d’échec, 'EULAR recommande d’ajouter une biothérapie (anti-TNF-a, tocilizumab, abatacept
ou rituximab) a la précédente association. En cas d’éniéme échec, 'EULAR préconise de
remplacer la biothérapie préalablement utilisée par une autre, voire de recourir au tofacitinib

(nouvelle biothérapie, inhibitrice de la voie de signalisation JAK) (Smolen et al., 2014).
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Figure 38. Stratégie thérapeutique de la prise en charge de la PAR (proposée par 'EULAR).

* selon les critéres de I'’American College of Rheumatology (ACR) et de 'EULAR. ** L’objectif du traitement est la rémission
clinique (selon la définition de 'ACR et de TEULAR) ou, au moins une diminution de I'activité de la maladie. Cet objectif doit étre
atteint en 6 mois, mais si aucune amélioration n’est observée au bout de 3 mois, le traitement doit étre adapté ou changé.
DMARDs : Disease-Modifying Antirheumatic Drug (agents antirhumatismaux modificateurs de la maladie : traitements de fond).
'Lassociation la plus fréquente comprend le méthotrexate, la sulfasalazine et I'hydroxychloroquine. 2 'association du
Iéflunomide et de la sulfasalazine (sauf avec le MTX), n’a pas été bien étudiée. 3L 'anti-TNF-a. utilisé peut étre I'adalimumab, le
certozilizumab pégol, I'étanercept, le golimumab ou l'infliximab. 4 Le tofacitinib n'est pas autorisé dans tous les pays.

Traits pleins noirs : options recommandées. Trait discontinu gris : option recommandée aprés échec des biothérapies
(idéalement deux). Trait discontinu noir : option recommandée aprés échec de deux biothérapies, mais I'efficacité et la
sécurité d’emploi apres I'échec de I'abatacept, du rituximab ou du tocilizumab n’est pas suffisamment étudiée. Pointillés noirs :
option recommandée, mais I'efficacité et la tolérance des biothérapies utilisées apres le tofacitinib n’ont pas été étudiées.

(Smolen et al., 2014)

87



4.2,

Biothérapies indiquées dans la polyarthrite rhumatoide

Les biothérapies autorisées en France pour le traitement de la PAR ciblent des

cytokines ou leurs récepteurs :

TNF-a (étanercept,

infliximab, adalimumab, golimumab,

certozilumab pégol), IL-1 (anakinra), IL-6 (tocilizumab), mais aussi les lymphocytes
B (rituximab) ou T (abatacept) (figure 39).
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Figure 39. Mécanisme d’action des principales biothérapies indiquées dans la PAR.

Le rituximab cible les lymphocytes B CD20+ et provoque leur lyse par le mécanisme de cytotoxicité dépendante de I'anticorps.
Les anti-TNF (étanercept, infliximab, adalimumab) neutralisent le TNF-o ou ses récepteurs, induisent la lyse cellulaire (via le
systeme complément ou le mécanisme de cytotoxicité dépendant des anticorps) et I'apoptose. Le tocilizumab est un
antagoniste des récepteurs solubles et membranaires de I'lL-6. L’anakinra est un analogue de I'antagoniste endogéne du
récepteur de I'lL-1 (IL-1 Ra) : il empéche la liaison de IIL-1 a son récepteur. L’abatacept est un analogue du CTLA-4 (Cytotoxic
T-Lymphocyte-Associated protein 4), protéine transmembranaire associée aux lymphocytes T et qui régule leur activation par
sa liaison au CD80/CD86 des cellules présentatrices d’antigénes. TNF-a.: Tumor Necrosis Factor (facteur de nécrose

tumorale). IL :

interleukine. R : récepteur. m : membranaire. s : soluble. MHC : complexe majeur d’histocompatibilité. TCR :

récepteur des lymphocytes T. CD : cluster de différenciation (marqueurs phénotypiques).

(Garcia-Hernandez et al., 2014)
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4.2.1. Biothérapies ciblant des cytokines ou leurs récepteurs

Les inhibiteurs du TNF-a. améliorent la physiopathologie de la PAR par la
neutralisation directe de la cytokine soit par I'action d’anticorps monoclonaux (adalimumab,
infliximab, certozilumab, golimumab), soit par mimétisme de son récepteur soluble
(étanercept : protéine de fusion, analogue du récepteur soluble du TNF-a). Grace leur
fragment Fc d'immunoglobuline G1 (IgG1), ces composés permettent la lyse cellulaire
médiée par le systéme complément ainsi que le mécanisme ADCC (cytotoxicité cellulaire
dépendante de l'anticorps) (Garcia-Hernandez et al., 2014). De nombreux essais cliniques
ont démontré que les inhibiteurs du TNF-o ont une meilleure efficacité lorsqu’ils sont
associés au méthotrexate (Agarwal, 2011), car il prévient des immunisations secondaires.

L’anakinra est un antagoniste recombinant du récepteur de I'lL-1 : il inhibe la liaison
de I'lL-1 a son récepteur, ce qui aboutit a la réduction de la production intra-articulaire d’IL-6
et de MMP. L’anakinra protége donc contre la dégradation du cartilage et I'érosion osseuse.
Néanmoins, en raison de sa demi-vie courte (4-6 h), des administrations répétées a fortes
doses sont nécessaires pour maintenir une efficacité clinique suffisante. Cette molécule est
par conséquent, rarement utilisée pour traiter la PAR ; en revanche, elle a démontré son
efficacité dans le traitement de l'arthrite juvénile et d’autres maladies inflammatoires auto-
immunes (Garcia-Hernandez et al., 2014 ; Vivar and Van Vollenhoven, 2014).

Le tocilizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé contre les récepteurs de
I'IL-6 (Agarwal, 2011 ; Vivar and Van Vollenhoven, 2014). Cette neutralisation empéche I'lL-6
de se fixer a ses récepteurs: la cytokine ne peut donc plus exercer ses effets pro-
inflammatoires et pro-cataboliques (activation des lymphocytes T et B, différenciation

terminale des B en plasmocytes, sécrétion d’auto-anticorps, activation des ostéoclastes, etc).

4.2.2. Biothérapies ciblant les lymphocytes T ou B

Le rituximab est un anticorps monoclonal chimérique dirigé contre le marqueur CD20
des lymphocytes B. Son mécanisme d’action n’a pas été clairement identifié¢, mais il
impliquerait le mécanisme ADCC, la lyse cellulaire médiée par le systéme du complément
et/ou 'apoptose des lymphocytes B CD20+ (Agarwal, 2011 ; Garcia-Hernandez et al., 2014).
Ces cellules étant moins nombreuses, la production de Ck pro-inflammatoires ainsi que
l'activation des lymphocytes T sont réprimées (Vivar and Van Vollenhoven, 2014).

L’abatacept est une protéine de fusion analogue du CTLA-4 (protéine membranaire
des lymphocytes T régulant leur activation) (Agarwal, 2011). Cette molécule se lie aux
marqueurs CD80/CD86 des cellules présentatrices d’antigénes et les empéche d’interagir
avec le CD28 des lymphocytes T, ce qui bloque leur activation et donc la production de Ck

pro-inflammatoires (Garcia-Hernandez et al., 2014 ; Vivar and Van Vollenhoven, 2014).
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Le tableau XV récapitule quelques caractéristiques pharmacodynamiques et

pharmacocinétiques des principales biothérapies indiquées dans le traitement de la PAR.

DCI Nature Mécanisme d'action De_ml- . Fregu_ence_ . \_/o_le .
vie d'administration | d'administration
. Neutralisation du TNF-a
A?::rr:i?a%a)b hﬁr(r:wr:in Lyse cellulaire (complément) 13 jours | Tous les 14 jours Sous-cutanée
Cytotoxicité (ADCC)
Infliximab Acm LyZ;,e légﬁ:j;?:f ?cglriwggl;gnt) 9 jours Toutesles 4 a 8 Intraveineuse
(Rémicade®) | chimérique Cytotoxicité (ADCC) semaines
C?Etic:;lzzigg)ab huriggisé Neutralisation du TNF-a 14 jours | Tous les 14 jours Sous-cutanée
Golimumab Acm Neutralisation du TNF-o Tous les 28 jours Sous-cutanée
. . - Lyse cellulaire (complément) 13 jours | JO, J28 puis toutes .
(Simponi®) | humain Cytotoxicité (ADCC) les 8 semaines Intraveineuse
PIT de Liaison au TNF-a soluble par
Etanercept fusion mimétisme avec son récepteur 3.6 ) . _ ]
(Enbrel®) | (Fc d'lgG1 soluble (stratégie de leurre) ours 14 2fois/semaine | Sous-cutanée
" sTN?:R) Lyse cellulaire (complément) ]
Cytotoxicité (ADCC)
Anakinra PIT | Inhibition de la liaison de ML-1a | 4-6 L Sous-cutanée
- (analogue ) 1 fois / jour
(Kinéret®) IL-1Ra) son récepteur heures
Tocilizumab Acm. . Neutralisation de I'lL-6 1.0 -13 Tous les 28 jours Intraveineuse
(Roactemra®) | humanisé jours
Neutralisation du CD20 des J0, J14 puis au
Rituximab Acm lymphocytes B 18 iours moins tous les 6 Intraveineuse
(Mabthéra®) | chimérique | Lyse cellulaire (complément) ? J mois en fonction de
Cytotoxicité (ADCC) ? I'évolution de la PR
PtT de Liaison aux CD80 et CD86 des Tous les 28 jours Intraveineuse
Abatacept fusion CPA donc inhibition leur liaison 13 iours
(Orencia®) | (Fc d'lgG1 | avec le CD28 des LyT : blocage J 1 fois / semaine Sous-cutanée
+ CTLA-4) de l'activation des LyT

Tableau XV. Propriétés pharmacodynamiques et pharmacocinétiques des biothérapies
indiquées dans la PAR.

Acm : anticorps monoclonal. Fab : fragment Fab d'immunoglobuline. Fe d’lgG1 : fragment Fc d'immunoglobuline G1. sTNFR :
soluble Tumor Necrosis Factor Receptor (récepteur soluble du TNF-a)). PtT : protéine thérapeutique. IL-1Ra : antagoniste du
récepteur de IIL-1. CTLA-4: Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated protein 4 (protéine transmembranaire associée aux
lymphocytes T et qui régule leur activation par sa liaison au CD80/CD86 des cellules présentatrices d’antigénes). CPA : cellules
présentatrices d’antigénes. LyT : lymphocytes T.

(Lee and Weinblatt, 2001; Vivar and Van Vollenhoven, 2014)

4.2.3. Inconvénients des biothérapies indiquées dans la polyarthrite rhumatoide

Les biothérapies indiquées dans la polyarthrite rhumatoide sont efficaces chez un
grand nombre de patients, mais elles présentent quelques inconvénients.

D'une part, ce ne sont que des traitements suspensifs qui doivent donc étre
administrés a vie ; or leur administration se fait par voie parentérale a des fréquences plus
ou moins élevées (a I'échelle d’une vie) ce qui, a la longue, peut étre une contrainte pour le
patient. Il serait donc intéressant de pouvoir allonger les demi-vies de ces molécules afin de

permettre d’espacer leur administration (de les réduire a 2 ou 3 injections / an par exemple).
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D’autre part, les biothérapies exposent a des risques infectieux (tuberculose, zona,
septicémies...) voire carcinogénes (Agarwal, 2011; Vivar and Van Vollenhoven, 2014), ce
qui impose une surveillance clinique rapprochée.

Par ailleurs, certains patients peuvent ne pas du tout répondre a ces traitements
d’emblée, ou ne plus du tout y répondre au bout d’un certain temps, a cause notamment de
la production d’anticorps neutralisants (Agarwal, 2011; Garcia-Hernandez et al., 2014). Ce
phénoméne est particulierement vrai pour les inhibiteurs du TNF-a, ce qui peut conduire a
faire une rotation des biothérapies ou a utiliser d’anciennes molécules chimiques (sels d’or,
etc.). Ces arguments justifient la nécessité de poursuivre la recherche de nouvelles cibles en
vue d’agrandir I'arsenal thérapeutique, d’autant qu'il est probable que les patients ne
répondant pas (ou plus) a une biothérapie pourraient mieux répondre a une autre.
Récemment, une nouvelle biothérapie, le tofacitinib (inhibiteur de la voie de signalisation
JAK), a été autorisée par la FDA (Food and Drugs Administration) mais pas par 'Agence
Européenne du Médicament. D’autres molécules ciblant I'lL-15, I'lL-17 et I'IL-20 font
actuellement l'objet d’essais cliniques (Vivar and Van Vollenhoven, 2014). Enfin, d’autres
cibles potentielles comme la Gal-3 (Li et al., 2011) ou les acteurs des voies de signalisation
impliquées dans la PAR (Vivar and Van Vollenhoven, 2014) n’ont pas encore fait I'objet

d’études cliniques, mais les résultats de certaines études précliniques sont encourageants.
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Section 3 - L’arthrose

1. Epidémiologie de I'arthrose

L’arthrose (OA) est une maladie dégénérative du cartilage pouvant affecter diverses
articulations (figure 40), principalement le rachis cervico-lombaire, les mains, la hanche
(coxarthrose), le genou (gonarthrose) et les pieds. L'épaule, le coude, le poignet, la cheville
sont plus rarement atteints (Société Francaise de Rhumatologie, [en ligne]).

L'arthrose rachidienne est la plus fréquente (70-75%), mais elle est aussi le plus
souvent silencieuse. L'arthrose digitale est la seconde localisation la plus fréquente (60%) ;
elle se caractérise par des douleurs intermittentes et par des déformations irréversibles. La
coxarthrose et la gonarthrose sont moins fréquentes (10% et 30%, respectivement), mais ce

sont les plus invalidantes (Société Francaise de Rhumatologie, [en ligne]).

Cou
{arthrose
des cervicales)

Epaule

Colonne vertébrale
(arthrose lombaire)

Hanche (coxarthrose)

Poignet

Genou (gonarthrose)

Pied ou cheville ~——

Figure 40. Principales localisations de I'OA.

(Haute Autorité de la Santé, [en ligne])
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Les facteurs de risque de 'OA sont nombreux (Société Francgaise de Rhumatologie,

[en ligne] ; (Haq et al., 2003)) :

2,

'age : la prévalence de cette maladie augmente avec I'age (tableau XVI)

le sexe : 'OA digitale et la gonarthrose sont plus fréquentes chez les femmes.

les hormones : la fréquence de 'OA augmente aprés la ménopause.

I'hérédité : des facteurs génétiques ont été établis pour 'OA de la main et la gonarthrose
les anomalies architecturales congénitales (dysplasies, subluxations)

les traumatismes : fractures, luxations, méniscectomies...

les activités professionnelles impliquant la manutention de charges lourdes, la flexion
répétée des genoux, etc.

les activités sportives exercées de maniére brutale et/ou abusive

I'obésité : son role est indéniable dans la gonarthrose mais aussi dans I'OA digitale.

Prévalence des sujets
arthrosiques (toutes
localisations confondues)

Age
de la population générale

<45 ans 3%
> 65 ans 65%
>80 ans 80%

Tableau XVI. Prévalence de I’OA en fonction de la tranche d’age.

(Société Francaise de Rhumatologie, [en ligne])

Signes cliniques de I'arthrose

En fonction de sa localisation et de son évolution, l'arthrose peut ne pas étre

symptomatique, mais uniquement « radiographique » : les lésions visibles par imagerie ne

sont pas responsables de symptdbmes. Lorsqu’elle devient symptomatique, I'arthrose se

manifeste principalement par une douleur mécanique (diurne, intermittente, provoquée par

les mouvements et changements de position, disparaissant au repos) ou parfois

inflammatoire (par poussées). Aprés plusieurs années d’évolution, l'articulation malade peut

étre déformée, ce qui contribue, avec la douleur, au caractére handicapant de la maladie.

(Société Frangaise de Rhumatologie, [en ligne]).
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3. Physiopathologie de I’arthrose

3.1. Généralités

Au cours de la pathogenése de l'arthrose, un déséquilibre entre anabolisme et
catabolisme des composants tissulaires, en faveur de ce dernier, survient au sein du
cartilage mais aussi de I'os sous-chondral (Lambert et al., 2014; Reboul et al., 2004). Ce
déséquilibre se traduit par la dégradation protéolytique du cartilage, son érosion et une
inflammation synoviale généralement secondaire (Martel-Pelletier, 2004) (figure 41). La
synovite, qui est corrélée avec la sévérité de I'OA (Krasnokutsky et al., 2011; Scanzello and
Goldring, 2012), est caractérisée par la sécrétion de cytokines (Ck) pro-inflammatoires
(tableau XVII) activant diverses cellules capables a leur tour de sécréter des Ck pro-
inflammatoires ou des facteurs pro-cataboliques comme les MMP. Tous ces facteurs sont
étroitement associés a des altérations fonctionnelles et structurales de la synoviale
(Scanzello and Goldring, 2012), du cartilage et de I'os sous-chondral (Pelletier et al., 2001).
Ce dernier peut se scléroser et parfois, des excroissances osseuses (ostéophytes)
apparaissent en périphérie des surfaces articulaires portantes, ce qui peut provoquer des
déformations. Celles-ci, en plus de la synovite, sont responsables des douleurs ressenties

par le patient.

Muscle

Cartilage
Capsule
Synoviale
Cavité
articulaire
Tendon

Arthrose normale Arthrose débutante Arthrose évoluée

Figure 41. Structure d’une articulation au cours de I’évolution de I'OA.

Au début de l'arthrose, le cartilage se fissure peu a peu et libere des débris qui sont responsables de I'inflammation synoviale.
Dans les stades avanceés, le cartilage disparait totalement ou en partie, et les os rentrent en contact, ce qui avec la synovite,
contribue a la douleur du patient. De plus, on observe une modification de la structure et de la densité de I'os sous-chondral, et
la formation d’excroissances osseuses (ostéophytes) responsables de la déformation de I'articulation et de la douleur.

(Recchia C., [en ligne])



Concentrations élevées dans le liquide synovial, la synoviale, le cartilage et I'os sous-chondral

TNFq, | !nhibe la synthése des protéoglycanes et du collagene Il

IL-1 | Stimule la sécrétion de MMP (1, 3 et 13)

Induit la production d'IL-6 et IL-8

Concentrations élevées dans le liquide synovial et le sérum

IL-6 Inhibe I'expression de collagéne |l

Stimule la sécrétion de MMP (1 et 13) en combinaison avec I'IL-1

Concentrations élevées dans le liquide synovial en début d'arthrose

IL-15 Potentiellement inducteur de la production de MMP (1 et 3)

L7 Induit la production d'IL-1 et de TNFa, de monoxyde d'azote (médiateur inflammatoire) et de MMP
Inhibe la synthése des protéoglycanes

IL18 Fortement exprimés dans les chondrocytes

Concourt au déséquilibre métabolique des chondrocytes via ou indépendamment des voies de I'lL-1

Tableau XVII. Principales cytokines impliquées dans la physiopathologie de I’OA.

(Adapté de Kapoor et al., 2011)

3.2. L’arthrose débutante a modérée

Au cours des stades précoces de 'OA, les changements structuraux du cartilage sont
associés a une importante activation des chondrocytes qui surexpriment des facteurs
cataboliques (MMP-1, -8 et -13, ADAMTS-4 et -5) (Martel-Pelletier et al., 2008; Tchetina,
2011). Ces protéases dégradent petit a petit les principaux constituants de la matrice du
cartilage (collagénes et protéoglycanes) aboutissant ainsi a son érosion progressive. Par
ailleurs, ces chondrocytes produisent également des médiateurs pro-inflammatoires comme
I'oxyde nitrique, des prostaglandines, I'lL-1, le TNF-a, I'lL-6 ou I'lL-8 qui, par action autocrine
ou paracrine, favorisent aussi cet état catabolique (Pelletier et al., 2001).

Les débris de cartilage issus de sa dégradation agressent la synoviale et celle-ci
libére aussi de I'lL-1, de I'lL-6, de I'IL-17 et du TNF-o qui, en plus de leur effet pro-
catabolique ont un effet anti-anabolique (inhibition de la synthése de collagéne et
protéoglycanes matriciels) sur les chondrocytes (figure 42) (Haq et al., 2003; Kapoor et al.,
2011; Martel-Pelletier, 2004). Par un rétrocontrdle positif, I'lL-1 et le TNF-a. peuvent induire
leur propre sécrétion par les synoviocytes, mais aussi celle d’autres Ck comme I'lL-6, I'lL-17
et I'lL-18 (Lambert et al., 2014; Pelletier et al., 2001). Ces trois Ck participent aussi a
l'induction de signaux cataboliques responsables de la dégradation du cartilage, ce qui crée
une boucle d’amplification du phénoméne (Martel-Pelletier et al., 2008). Par ailleurs, les
synoviocytes activés libérent également de la Gal-3 (Ohshima et al., 2003; Reboul et al.,
2004) et des MMP (Haq et al.,, 2003; Lambert et al., 2014; Martel-Pelletier, 2004) qui

contribuent a la dégradation du cartilage et a 'auto-entretien du phénoméne.

95




Cytokines Synovium
[ [\ (IL-1B, IL-6, IL-17, TNF) |\
Inflammatory
cells 1 *
Synovial
( macrophages
> Proteinases
% OO (o)
T, cells 0%o l
] Cytokines
Cartilage Cartilage 0
' /\ destruction
Intrinsic/external ' Chondrocytei Synovial
stimuli = fibroblasts
\'S O ° y .')
\_ | Osteoclasts \/ Osteoblagf!
tMMPs | Cytokines B~ Subchondral bone
00
tADAMTS-4 \ o° o /
{ Aggrecan
{Type Il collagen Bone

Figure 42. Role des cytokines pro-inflammatoires dans la physiopathologie de ’OA.

L’OA est caractérisée par un déséquilibre entre anabolisme et catabolisme, en faveur de ce dernier. Ce déséquilibre est le
résultat de I'action de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-7, TNF-a) capables d’induire I'inhibition de la synthése des
constituants de la matrice du cartilage et I'augmentation des enzymes responsables de sa dégradation. ADAMTS-4: A
Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs 4 (agrécanase 1). MMPs : métalloprotéases matricielles. IL :
interleukine. TNF-a. : Tumor Necrosis Factor (facteur de nécrose tumorale).

(Kapoor et al., 2011)

3.3. L’arthrose évoluée

Au cours des stades séveres d’OA, on observe une apoptose marquée des
chondrocytes, une déplétion importante de protéoglycanes en surface du cartilage,
l'apparition de fissures étendues, de structures fibreuses, et la perturbation globale de
'organisation structurale de ce tissu (Haq et al., 2003; Tchetina, 2011). Par ailleurs,
'absence de cartilage par endroit pousse I'organisme a tenter de combler ce vide ; cette
tentative de réparation se manifeste par un remodelage de I'os sous-chondral, une sclérose
et/ou la formation d’ostéophytes (Haq et al., 2003). A ce stade, la douleur et les déformations

articulaires sont responsables du handicap des patients.
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4. Prise en charge médicamenteuse de I’arthrose des membres inférieurs

4.1. Traitements actuels

4.1.1. Généralités
La prise en charge médicamenteuse de I'arthrose symptomatique des membres
inférieurs comprend principalement :
- des traitements systémiques :
o antalgiques opioides ou non : paracétamol, tramadol, codéine
o anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) : diclofénac, ibuproféne, kétoproféne,
méloxicam, piroxicam
o anti-arthrosiques symptomatiques d’action lente (AASAL) : glucosamines (sulfate,
chlorhydrate), diacéréine, insaponifiables d’avocat et de soja
- et des traitements locaux :
o AINS topiques : diclofénac, ibuproféne, kétoproféne, méloxicam, piroxicam
o corticoides en infiltration : bétaméthasone, cortivazol, méthylprednisolone acétate,
triamcinolone hexacétonide

o acide hyaluronique en injection intra-articulaire (en cours de réévaluation)

4.1.2. Recommandations de la Haute Autorité de Santé

Au cours des poussées douloureuses de l'arthrose, le traitement médicamenteux
comporte en premier lieu le paracétamol, puis, seulement en cas d’inefficacité, des AINS per
o0s. Les traitements locaux peuvent aussi étre utilisés simultanément.

En 2013, la HAS a réévalué la pertinence de 'usage des AASAL dans la prise en
charge de I'arthrose. Ces molécules ont plusieurs propriétés bénéfiques démontrées in vitro
ou in vivo (anti-inflammatoires, anti-cataboliques et pro-anaboliques au niveau de la matrice
extracellulaire des chondrocytes, etc.) (Henrotin et al., 2014a), mais leur efficacité clinique
reste trés controversée. En effet, comme l'ont relevé Lopes Junior et Inacio dans une revue
(2013), I'intérét des AASAL pour le soulagement de la douleur et de la géne fonctionnelle est
minime et de pertinence clinique discutable. De plus, ils n’empéchent pas la dégradation
articulaire et, ne permettent pas non plus de réduire la consommation d’AINS. Enfin, en ce
qui concerne la diacéréine, son rapport bénéfice/risque a été estimé défavorable, en raison
d’effets indésirables tels que diarrhées, manifestations cutanées de nature allergique et
cytolyse hépatique (Haute Autorité de Santé, [en ligne], Bruyere et al., 2014). Compte tenu
de ces arguments, la HAS a conclu que « le service médical rendu par ces médicaments est

insuffisant pour justifier leur prise en charge par la solidarité nationale ».
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Que ce soient les antalgiques, anti-inflammatoires ou les AASAL, ces traitements
n’ont qu’'un effet suspensif. Seuls des traitements chondroprotecteurs (capables de prévenir
et/ou de ralentir les Iésions du cartilage) seraient a méme de guérir I'arthrose mais, pour
l'instant, il n'en existe aucun (Société Francaise de Rhumatologie, [en ligne]). Actuellement,
seul le remplacement larticulation par une prothése (arthroplastie) permet de guérir de
larthrose des membres inférieurs. Cette opération lourde est réservée aux arthroses
douloureuses, invalidantes et réfractaires aux mesures thérapeutiques habituelles (Haute

Autorité de Santé, [en ligne]).

4.1.3. Recommandations des sociétés savantes

Face a la diversité des pratiques médicales en Europe et dans le monde, pour le
traitement de l'arthrose des membres inférieurs, I'European Society for Clinical and
Economic Aspects of Osteoporosis and Qasteoarthritis (ESCEO) a récemment proposé
d’harmoniser ces pratiques (Bruyeére et al., 2014). Elle a ainsi publié des recommandations
(figure 43) tenant compte de celles déja proposées par 'EULAR, I'American College of
Rheumatology (ACR), I'Osteoarthritis Research Society International (OARSI) (McAlindon et
al., 2014) et I'United Kingdom National Institute Health and Clinical Excellence (NICE).

En premiére intention, TESCEO recommande de prescrire le paracétamol ou,
contrairement a 'HAS, ou encore a 'OARSI, 'ACR et au NICE (Henrotin et al., 2014b), des
AASAL (uniquement glucosamine sulfate ou chondroitine sulfate). En cas d’inefficacité, il est
possible d’administrer des antalgiques/anti-inflammatoires topiques (AINS, capsaicine).

En deuxiéme intention, les AINS per os sont préconisés par 'lESCEO et, s’ils sont
inefficaces ou contre-indiqués, ils peuvent étre remplacés par de I'acide hyaluronique ou des
corticoides, en injection intra-articulaire.

En troisieme intention, face a une douleur résistante, 'TESCEO recommande d’utiliser
des antalgiques opioides faibles (tramadol) seuls, ou en association avec le paracétamol (x
un AINS per o0s). En alternative et, chez les patients ayant des douleurs majoritairement de
type neuropathique, 'lESCEO propose d'utiliser de la duloxétine, un antidépresseur inhibiteur
de la recapture de la sérotonine et de la noradrénaline.

Enfin, en dernier recours, dans les stades trés avancés et réfractaires aux
précédentes alternatives thérapeutiques, I'arthroplastie s’impose. Dans le cas ou celle-ci
serait contre-indiquée, 'usage des opioides classiques per 0s ou en percutané, est proposeé,

mais doit néanmoins faire I'objet d’études cliniques pour étre validé scientifiquement.
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BASIC PRINCIPLE AND CORE SET

Combination of treatment modalities, including non-pharmacological and pharmacological
therapies is strongly recommended

- Weight loss if overweight

Core set: - Information/Education
- Exercise program (aerobic, strengthening)

STEP 1: Background treatment
Referral to physical therapist for:

if needed
(to control malalignment)

- Knee braces
- (Insoles)

if symptomatic ADTITION at any time

if symrtomatic

- (Paracetamol on a regular basis)
OR
- Chronic SYSADOA: prescription glucosamine
sulfate and/or chondroitin sulfate + as
needed paracetamol

if still symptomatic ADD

Walking aids
Thermal agents
Manual therapy
Patellar taping
Chinese acupuncture
TENS

N "4

STEP 2: Advanced pharmacological management in the persistent symptomatic patient

- Topical NSAIDs
OR

- (Topical capsaicin)

SRR

if still or severely symptomatic

(Intermittent or continuous (longer cycles) oral NSAIDs \

NORMAL GI RISK
- Non selective NSAID

INCREASED Gl RISK*
- Cox-2 selective NSAID

INCREASED CV RISK
- Prefer naproxen

INCREASED RENAL RISK
- Avoid NSAIDst

with PPI with PPI - Avoid high-dose diclofenac and
- Cox-2 selective NSAID - Avoid non-selective NSAIDs ibuprofen (if on low-dose aspirin)
(consider PPI) - Caution with other non-selective NSAIDs

- Avoid Cox-2 selective NSAIDs

*Including use of low dose aspirin
\fWith glomerular filtration rate <30 cc/min; caution in other cases

if still symptomatic

- Intraarticular corticosteroids

- Intraarticular hyaluronate ]

STEP 3: Last pharmacological attempts
v

- Short-term weak opioids
- Duloxetine

- Total joint replacement
- (Unicompartmental knee replacement)

- Opioid analgesics

Figure 43. Stratégie thérapeutique de la prise en charge de ’OA (proposée par ’ESCEO).

Cet algorithme, publié par TESCEO, tient compte des résultats de plusieurs études cliniques et méta-analyses, ainsi que des
recommandations de différentes sociétés savantes, européenne (EULAR), britannique (NICE) et américaines (ACR, OARSI).
COX-2 : cyclo-oxygénase 2. CV : cardiovasculaire. Gl : gastro-intestinal. NSAIDs : Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs (anti-
inflammatoires non stéroidiens). PPI : proton pump inhibitor (inhibiteur des pompes a protons). SYSADOA : Symptomatic Slow
Acting Drugs in OsteoArthritis (anti-arthrosiques symptomatiques d’action lente).

(Bruyere et al., 2014)
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4.2. Les perspectives thérapeutiques

Au cours de ces derniéres années, plusieurs études précliniques et cliniques ont
permis d’évaluer l'efficacité de traitements inhibant des cytokines pro-inflammatoires et des
protéases matricielles, ralentissant le remodelage tissulaire et, favorisant la régénération du
cartilage. En général, leurs résultats sont variables, ce qui justifie la nécessité de continuer a

mener d’autres études (Kapoor et al., 2011; Martel-Pelletier et al., 2012).

4.2.1. Inhibition des cytokines pro-inflammatoires

Anti-IL-1. Une étude préclinique a démontré qu'une administration unique locale de
'antagoniste endogéne du récepteur de I'lL-1 (IL-1Ra) inhibe les modifications structurales
caractéristiques de I'OA. En revanche, une étude clinique a montré que l'injection unique
d’'IL-1Ra n’a pas suffi a soulager les symptdmes. Cependant une autre étude clinique, au
cours de laquelle I'lL-1Ra était injecté quotidiennement pendant 3 mois a 3 patients atteints
d’OA érosive de la main, a conclu que ce traitement est capable de soulager les symptémes
de la maladie (Kapoor et al., 2011).

Anti-TNF-a. Les quelques essais réalisés, tous de courte durée, incluaient peu de
patients. Néanmoins, on peut citer le cas d’un patient de 68 ans souffrant de gonarthrose
bilatérale dont le traitement par adalimumab a complétement soulagé ses douleurs. De la
méme facon, un essai clinique sur 10 patients souffrant d’'OA digitale et traités par infliximab,
a démontré que cet anti-TNF-a réduit les symptdomes de la maladie (Kapoor et al., 2011). Il
faut noter que cette forme d’arthrose est volontiers inflammatoire et érosive, ce qui pourrait
expliquer l'efficacité de l'infliximab et de I'lL-1Ra (cf. paragraphe précédent).

Anti-IL-6. Malgré le role important de cette cytokine dans la physiopathologie de 'OA,

aucune molécule la ciblant n’a été étudiée en clinique (Kapoor et al., 2011).

4.2.2. Inhibition des protéases matricielles

Les résultats des études précliniques évaluant les potentialités thérapeutiques des
inhibiteurs de MMP fournissent des données variables. En effet, certains de ces inhibiteurs
sont jugés inefficaces, tandis que d’autres ont montré une efficacité en réduisant I'interligne
du pincement articulaire, sans pour autant réduire la sévérité de la maladie. De plus,
plusieurs d’entre elles induisent des troubles musculo-squelettiques (TMS), ce qui a justifié
larrét des études. Néanmoins I'espoir subsiste avec un anti MMP-13 qui dans un modéle
d’OA chez le rat, a des effets chondroprotecteurs sans induire de TMS. De la méme fagon,
dans ce méme modeéle, un inhibiteur d’agrécanases ('AGG-523) est capable de ralentir la
dégradation des protéoglycanes (Martel-Pelletier et al., 2012). LAGG-523 a fait 'objet d'un

essai clinique de phase | dont les résultats ne sont toujours pas communiqués.
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4.2.3. Inhibition ou ralentissement du remodelage tissulaire

Cette approche pharmacologique permet de limiter [lactivité anormale du
métabolisme du cartilage et/ou, de l'os sous-chondral, en particulier dans les stades
précoces de la maladie. Plusieurs axes d'intervention peuvent étre envisageés : la prévention
de la résorption osseuse (Martel-Pelletier et al., 2012), ainsi que l'inhibition de la dégradation

du cartilage articulaire.

Biphosphonates (BPP). Plusieurs études menées chez différents modéles animaux
d’arthrose montrent que l'alendronate inhibe le remodelage osseux et la dégradation du
cartilage (Roman-Blas et al., 2014). En effet, il supprime la résorption osseuse, en inhibant le
recrutement des ostéoclastes et, réduit I'incidence de la formation des ostéophytes et des
Iésions médullaires osseuses. De plus, il inhibe I'expression de facteurs pro-cataboliques
dans le cartilage (MMP-9 et -13, IL-1, collagéne de type X : marqueur d’hypertrophie du
chondrocyte, etc.). Par ailleurs, une étude clinique montre que les femmes atteintes de
gonarthrose, traitées par l'alendronate, présentent moins d’cedémes osseux et d’'usure de

I'os sous-chondral, que les femmes non traitées.

D’autres études cliniques ou précliniques évaluant I'efficacité d’autres BPP montrent
que ces molécules sont capables (Roman-Blas et al., 2014) :

- de préserver la matrice de collagene et de diminuer I'expression de MMP-1 et -3 dans le
cartilage (tiludronate, dans un modéle d’arthrose chez le chien)

- d’améliorer la microstructure de lI'os sous-chondral, de prévenir la perte osseuse,
d’atténuer la dégradation du cartilage et de réduire la douleur (zolédronate et acide
zolédronique, dans des modéles d’arthrose chez le rat)

- de réduire la douleur et I'incidence des cedémes médullaires osseux (acide zolédronique

et risédronate, dans des études cliniques randomisées)

Calcitonine (CT). La CT inhibe le remodelage osseux et la dégradation du cartilage.
En effet, dans un modeéle canin d’'arthrose, il a été démontré que, d’une part, la CT prévient
la résorption de l'os trabéculaire et I'amincissement de I'os sous-chondral, et d’autre part,
elle réduit la dégradation du cartilage. De plus, une étude chez des patients arthrosiques
montre que la CT réduit les taux sériques et urinaires des marqueurs de résorption osseuse
(CTX-I) et de dégradation du cartilage (CTX-IlI) (Roman-Blas et al., 2014).
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Ranélate de strontium (RS). Le RS présente un bénéfice structural et clinique
(Roman-Blas et al.,, 2014). En effet, il inhibe l'expression de plusieurs facteurs pro-
cataboliques pour le cartilage (IL-1, MMP-1, -3, -13) et, atténue le remodelage de 'os sous-
chondral dans un modéle canin d’arthrose. En outre, des études cliniques rapportent que le
traitement par RS est associé a une diminution de l'incidence du pincement de linterligne

articulaire et, a une réduction de la douleur, comparé au placebo.

Inhibiteurs de la cathepsine K. Evalués dans des modeéles d’OA chez le chien et le

cobaye, ces composés ralentissent la progression de la maladie (Roman-Blas et al., 2014).

Hormone parathyroidienne [1-34] (PTH [1-34]). Différentes équipes ont évalué les
effets de la PTH [1-34] dans des modéles animaux d’OA et, ont conclu que cette hormone a
un effet bénéfique contre la dégradation du cartilage et le remodelage de I'os sous-chondral.
Ainsi, les travaux de Chang et coll. (2009) et de Sampson et coll. (2011) ont montré que la
PTH [1-34], injectée en intra-articulaire chez le rat et en sous-cutané (SC) chez la souris,
respectivement, inhibe la progression de la dégradation du cartilage articulaire. En plus de
ces effets bénéfiques sur le cartilage, la PTH [1-34] SC prévient la détérioration de I'os sous-

chondral dans un modéle d’'arthrose chez le cobaye (Yan et al., 2014).

4.2.4. Activation de la régénération du cartilage par ingénierie tissulaire
L’ingénierie tissulaire permet de reconstituer le cartilage lésé, en favorisant la
différenciation et la prolifération des chondrocytes. Plusieurs approches thérapeutiques ont
été évaluées : administration locale de facteurs de croissance, implantation autologue de
chondrocytes sains ou de cellules souches mésenchymateuses (CSM) capables de se
différencier en chondrocytes. D’autres techniques d’ingénierie tissulaire appliquée aux

Iésions ostéochondrales, sont largement décrites dans la revue de Musumeci et coll. (2014).

Sprifermine (rhFGF-18 : recombinant human Fibroblast Growth Factor 18). La
sprifermine, agoniste du FGFR-3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3), est un facteur de
croissance qui stimule la prolifération des chondrocytes, I'anabolisme et la réparation de la
matrice extracellulaire du cartilage, in vitro et in vivo. Une étude clinique préliminaire,
randomisée, en double aveugle et contrblée versus placebo, chez 192 patients atteints de
gonarthrose, a été réalisée par Lohmander et coll. (2014). Elle révéle que le traitement par la
sprifermine, injectée dans le genou, améliore des symptdmes structuraux (épaisseur du
cartilage, pincement de l'interligne articulaire) et cliniques (douleur). Bien qu’encourageante,
cette étude nécessite d’étre complétée car seuls les critéres secondaires de I'étude ont été

démontrés et, aucune donnée sur la toxicité de la sprifermine n’a pu étre obtenue.

102



Platelet Rich Plasma (PRP : plasma riche en plaquettes). Le PRP est riche en
divers facteurs de croissance impliqués dans la réparation de tissus lésés. Il permettrait, en
théorie, de prévenir la dégradation du cartilage ou, de le réparer, d’inhiber la sécrétion d’lL-1,
de réduire les processus inflammatoires et, de stimuler les cellules chondrogéniques
quiescentes et orienter leur différenciation en chondrocytes matures. En pratique, l'injection
de PRP autologue dans les genoux de 72 patients atteints de gonarthrose, atténue la
douleur et la géne fonctionnelle, immédiatement aprés l'injection et durant au moins un an
(Mangone et al., 2014).

Pour linstant, cette approche thérapeutique ne peut étre utilisée massivement car,
non seulement elle est colteuse et techniquement difficile a mettre en ceuvre, mais en plus,

aucune donnée structurale n’a été évaluée.

Implantation autologue de chondrocytes sains (IACS). L'IACS a pour but de
permettre aux chondrocytes sains implantés, de recoloniser et combler les lésions du
cartilage et ainsi, de le restaurer (Mobasheri et al., 2014). La procédure se déroule en trois
phases (Musumeci et al., 2014). Premiérement, des biopsies de cartilage sain, effectuées au
niveau des zones non portantes d’une articulation du patient, sont effectuées par
arthroscopie. Deuxiémement, ce cartilage est digéré in vitro, de facon a isoler puis cultiver
les chondrocytes, pendant plusieurs semaines. Enfin, lorsque ceux-ci sont suffisamment
nombreuy, ils sont réimplantés, avec ou sans matrice artificielle, dans la Iésion du patient.

La plupart des études cliniques menées sur I'lACS montrent que cette technique
permet de réduire la douleur et, que la formation d’un tissu de type cartilagineux, n’est pas
uniforme (Mobasheri et al., 2014).

Malgré des résultats cliniques encourageants, I'|ACS présente plusieurs limites dont,
son caractére invasif, la faible capacité de prolifération des chondrocytes et, le risque de
dédifférenciation de ces cellules in vitro. Ces limites ont justifié I'évaluation des CSM qui,
elles, sont relativement plus faciles a obtenir que des chondrocytes et, ont des capacités de

prolifération et de différenciation plus importantes (Musumeci et al., 2014).

Implantation autologue de cellules souches mésenchymateuses (IACSM). Les
CSM sont des cellules souches présentes dans le mésenchyme embryonnaire, mais aussi
dans certains tissus adultes (moelle osseuse, tissu adipeux, etc.). Elles sont capables de se
différencier en de nombreux types cellulaires, dont les chondrocytes (in vitro, ou, in situ au

niveau des lésions du cartilage).
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Quelques résultats d’études, effectuées sur un faible de nombre de patients atteints
de gonarthrose, ne sont certes pas spectaculaires, mais restent encourageants. Ainsi, une
étude préliminaire, effectuée sur quatre patients, montre que l'injection de CSM, améliore
des paramétres subjectifs (ressenti du patient vis-a-vis de la douleur et de la mobilité), mais
trés peu les paramétres objectifs (radiographie). Davatchi et coll. (2011), auteurs de cette
étude, soulignent la nécessité de poursuivre des expériences in vitro / in vivo, afin d’identifier
le mécanisme exact des CSM dans la prétendue réparation du cartilage et, de déterminer les
modalités optimales d’administration de ces cellules (stade de la maladie auquel il faut

traiter, doses et rythme d’administration des CSM, addition de co-stimulants...).

4.2.5. Synthése sur les perspectives thérapeutiques dans I'arthrose

Le ciblage des cytokines pro-inflammatoires, des agrécanases et du remodelage
tissulaire, ainsi que l'activation de la régénération du cartilage, sont des approches
thérapeutiques justifiées pour le traitement de I'arthrose. En théorie, elles permettraient de
prévenir la progression des modifications structurales de larticulation malade, voire de
régéneérer les tissus Iésés. Néanmoins, en pratique, le bilan des résultats des expériences in
vivo et des essais précliniques et cliniques menés a ce jour, est mitigé. En effet, dans
certains cas, les molécules testées n'ont eu que peu d’effet significatif sur les symptdémes de
la maladie ou alors, elles avaient une toxicité trop importante, justifiant 'arrét des études.
Dans d’autres cas, les études n’étaient pas complétes ni suffisamment robustes, pour
pouvoir tirer des conclusions claires. Enfin, dans le cas de l'ingénierie tissulaire, plusieurs
auteurs s’accordent a dire que cette approche ne serait adaptée qu’aux stades précoces de
l'arthrose (Davatchi et al., 2011; Mobasheri et al., 2014), au cours desquels les Iésions du
cartilage sont isolées. Or, en regle générale, le diagnostic de cette maladie est porté quand
elle devient symptomatique, par conséquent, quand elle est déja a un stade postérieur a la
simple lésion isolée et, que d’autres composantes physiopathologiques sont présentes.

En conclusion, il est nécessaire d’approfondir les recherches sur les approches
thérapeutiques présentées et, en paralléle, de poursuivre la recherche de nouvelles cibles
pour le traitement de 'OA (Kapoor et al., 2011). Comme pour le traitement de la PAR, la Gal-

3 peut étre une de ces cibles.

104



Chapitre 3

La galectine 3 : une cible potentielle
pour le traitement de I'arthrose et de
la polyarthrite rhumatoide

105



Section 1 - Présentation des galectines

1. Nomenclature des galectines

Les galectines sont des lectines animales ayant une affinité pour des résidus B-
galactosides et une similitude structurale au niveau du site de liaison du glucide (CRD :
carbohydrate recognition domain). Cette définition consensus a permis de classer une
grande variété de lectines dont les noms avaient été donnés en fonction des conditions de
leur découverte. Ainsi, I'électrolectine a été découverte chez I'anguille et les lectines L-14, L-
29, L-31 et CBP35 (carbohydrate binding protein) ont été nommées ainsi a cause de leur
poids moléculaire de 14, 29, 31 et 35 kDa, respectivement. L’eBP (epsilon binding protein) et
la Mac-2 (macrophage associated lectin) quant a elles, ont été nommeées ainsi car elles ont
été découvertes associées aux immunoglobulines E et aux macrophages, respectivement.
Grace a 'avénement du séquencage, des analyses comparatives ont montré qu'un certain
nombre de lectines nommées difféeremment étaient, en fait, identiques ou similaires du point
de vue de leur capacité de liaison aux résidus B-galactosides. Ces analyses ont permis de
proposer le terme « galectine » pour unifier la nomenclature de ces lectines. Ainsi, les
lectines L-29, L-31, CBP35, ¢BP et Mac-2 sont en fait la méme protéine, la galectine 3 (Gal-
3) de différentes espéces animales (Barondes et al., 1994; Leffler et al., 2004).

En fonction de l'organisation de leurs domaines peptidiques, les galectines peuvent
étre classées en trois familles : les proto, les unités répétées en tandem (tandem-repeat) et
les chiméres (figure 44) (Hirabayashi and Kasai, 1993). Les proto-galectines (1, 2, 5, 7, 10,
11, 13, 14, 15) sont des monoméres ou des homodiméres de CRD. Les galectines de la
famille des tandem-repeat (4, 6, 8, 9, 12) sont constituées de deux CRD différents, reliés par
une chaine peptidique. Enfin, la famille des chiméres, dont la Gal-3 est la seule
représentante, est caractérisée par l'association d’'un CRD et d'une longue chaine

peptidique.

oy
€

Proto Tandem-repeat Chimeéres
Gal-1, -2, -5, -7, Gal4, -6, -8, Gal-3
-10, -11, 13, -14, 15 -9, 12
D E= °
CRDs : Chaine Domaine N-terminal
domaine de liaison aux sucres peptidique de la Gal-3

Figure 44. Structures schématiques des différentes la galectines.

(Adapté de Barondes et al., 1994)
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2. Expression des galectines

Certaines galectines (Gal-1, Gal-3) sont ubiquitaires et d'autres sont plutét « tissu -
spécifique ». Les Gal-2, Gal-4 et Gal-6 par exemple, ne sont retrouvées que dans le tractus
gastro-intestinal, la Gal-5, dans les réticulocytes et la Gal-7, dans I'épiderme (Chiariotti et al.,

2002; Cooper, 2002; Liu et al., 2002). La modification de leur niveau d’expression est

souvent associée a des conditions pathologiques (Cooper, 2002) (tableau XVIII).

. Expression Conditions pathologiques Conditions pathologiques
Galectines . oy . S s LS
(cellulesl/tissus) associées a une surexpression associées a une inhibition
Lo Tumeurs, pancréatite chronique, Tumeurs
1 Ubiquitaire . . o .
infections parasitaires (téte et cou)
2 Tractus gastro-intestinal - -
Tumeurs (thyroide, colon : stades .
Lo : . Tumeurs (colon : stades
Ubiquitaire avancés, estomac, vessie), . . .
3 . ) . e précoces, sein, ovaire, prostate,
(macrophages +++) insuffisance rénale, pancréatite A
. T téte et cou)
chronique, ischémie cérébrale
4 Tractus gastro-intestinal Tumeurs (foie, estomac) Tumeurs (colon)
5 Blastocytes, réticulocytes - -
6 Tractus gastro-intestinal - -
7 Epithélium Tumeurs (sein) Tumeurs (vessie, peau)
Foie, reins, myocarde, Tumeurs
8 . . Tumeurs (colon)
poumons, colon, cerveau (pancréas, foie, peau, larynx)
Eosinophiles, Lymphomes de Hodgkin,
macrophages, tractus P ; o L
9 : . . réactions immunitaires Tumeurs : mélanomes
gastro-intestinal, reins, - . e
L ; (allergiques et antiparasitaires)
naevi mélanocytaires
10 Eosinophiles, basophiles - -
11 Cristallin - -
12 Adipocytes - -
13 Placenta - -
14 Eosinophiles Réactions immuno-allergiques -

Tableau XVIII. Distribution tissulaire et cellulaire des galectines et exemples de pathologies
associées a la modification de leur niveau expression.

(Adapté de Chiariotti et al., 2002)

Aprés leur synthése, les galectines ne subissent pas de modification post-
traductionnelle, hormis des phosphorylations éventuelles (Gal-3). En fonction des cellules et
des réles biologiques qu’elles auront a y jouer, les galectines peuvent étre ensuite adressées
vers le noyau, un organite ou encore le milieu extracellulaire (Leffler et al., 2004). Du fait de
'absence de peptide signal, ces protéines sont sécrétées par une voie non classique :
l'ectocytose. Ce phénomeéne est caractérisé par le bourgeonnement de la membrane
plasmique pour former des vésicules contenant la lectine. Une fois dans le milieu
extracellulaire, ces vésicules sont lysées, probablement sous I'action de protéases, libérant

ainsi leur contenu (Cooper and Barondes, 1990; Hughes, 1999).
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3. Roles biologiques des galectines

Les galectines n'ont pas de récepteurs spécifiques mais elles reconnaissent diverses
glycoprotéines arborant des résidus B-galactosides. Elles peuvent donc étre impliquées dans
la régulation d’'une multitude de fonctions inhérentes a 'homéostasie cellulaire a différents
niveaux (figure 45). En effet, selon leur niveau d’expression, leur localisation intra ou
extracellulaire, et la cellule qui les exprime, les galectines régulent I'adhésion, le cycle, la
croissance, la prolifération et la migration cellulaires ainsi que I'apoptose (Hsu and Liu,
2002). De ce fait, ces protéines peuvent influencer les processus de tumorigénése et de
métastases, d’autant plus qu’elles interviennent aussi dans la régulation de I'angiogénése et
des réponses immunitaires (Almkvist and Karlsson, 2004; Liu and Rabinovich, 2010). Par
ailleurs, certaines galectines (Gal-1, Gal-3) sont positivement impliquées dans I'épissage de
'ARN (Liu et al., 2002) et d'autres (Gal-3, Gal-4), dans le transport de protéines dans les
cellules épithéliales (Delacour et al., 2009). En outre, il faut noter qu'une méme galectine
peut jouer deux réles opposés en fonction de sa localisation intra ou extracellulaire et/ou du

type cellulaire, ce qui est notamment le cas de la Gal-3.
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Figure 45. Roles de quelques galectines dans ’lhoméostasie cellulaire.

(Hsu and Liu, 2002)
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Section 2 - La galectine 3

1. Structure de la galectine 3

La galectine 3 est une lectine animale de 243 a 286 acides aminés, en fonction de
I'espéce (Cooper, 2002). D’environ 30 kDa, elle est composée d’un petit domaine N-terminal,
d’'une chaine latérale et d’'un domaine lectinique C-terminal (CRD : carbohydrate recognition
domain) (figure 46) (Leffler et al., 2004; Liu et al., 2002; Ochieng et al., 1998).

Domaine
lectinique (CRD)

Domaine

N-terminal
Chaine latérale

MétADNFSLHDALSGSGNPN

PLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGND
VAFHFNPRFNENNRRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPD
HFKVAVNDAHLLQYNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI Stop

Domaine N-terminal Domaine lectinique
S sérine n°6 favorisant NWGR: séquence conférant
l'activité anti-apoptotique l'activité anti-apoptotique

Figure 46. Structure schématique et séquence protéique de la Gal-3 humaine.

(Adapté de Barondes et al., 1994)

1.1. Le domaine N-terminal

Constitué de 18 acides aminés conservés chez tous les mammiféres (Cooper, 2002)
(figure 46), le domaine N-terminal est impliqué dans la sécrétion de la protéine : la délétion
des 11 premiers acides aminés inhibe cette sécrétion (Gong et al., 1999). De plus, la
phosphorylation de la sérine n°6 est indispensable a l'effet anti-apoptotique de la Gal-3, et

toute mutation de cet acide aminé supprime cet effet (Yoshii et al., 2002).

1.2. La chaine latérale
La chaine latérale contient la séquence consensus PGAYP (Pro-Gly-Ala-Tyr-Pro)
(figure 46) répétée plusieurs fois en fonction de I'espéce et expliquant 'homologie de la Gal-

3 avec les collagénes (Cooper, 2002; Dumic et al., 2006).
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Du fait de cette homologie, la chaine latérale est impliquée dans la formation de
diméres voire de pentaméres de Gal-3 (Ahmad et al., 2004; Hsu et al., 1992; Ochieng et al.,
1993) (figure 47). La présence de certains acides aminés sur cette chaine et la
phosphorylation d’autres, régissent la translocation de la Pt dans les différents
compartiments cellulaires (Gong et al., 1999; Menon et al., 2000), ainsi que sa sécrétion
(Menon and Hughes, 1999; Menon et al., 2011).

P QRN

Figure 47. Structure schématique d’un dimére
et d’'un pentamére de Gal-3.

(Adapté d’Ahmad et al., 2004; Ochieng et al., 1993)

1.3. Le domaine lectinique

Formé de plusieurs feuillets béta (Salomonsson et al., 2010; Seetharaman et al.,
1998), le domaine lectinique permet a la Pt d’interagir avec des molécules contenant des
résidus B-galactosides, particulierement le lactose et la N-acétyl-lactosamine. L’affinité de la
Gal-3 pour ces molécules, endogénes ou synthétiques, est d’autant plus importante qu’elles
possedent des motifs répétés, ramifiés ou substitués (tableau XIX) (Hirabayashi et al., 2002;
Ochieng et al., 2004). L'interaction entre la Gal-3 et diverses glycoprotéines (tableau XX)
explique son implication dans la régulation de nombreuses fonctions cellulaires (Morris et al.,
2004). En outre, la présence de la séquence NWGR (Asp-Trp-Gly-Arg) au cceur du domaine

lectinique (figure 46) confére sa propriété anti-apoptotique a la protéine (Yang et al., 1996).
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Ligands osidiques de la galectine 3 Affinité relative
Lac 1,0 (*/**)
2'-aFuc-Lac 3,009
LacNAc 6,6 (*)
3-NAc-LacNAc 11,6 (**)
3-aGalNAc-(2'-aFuc)-Gal 16,7 (*)
3-aGalNAc-(2'-aFuc)-Lac 17,3 (%)
3-aGal-LacNac 23,3 (%)
3,6-LacNAc.-Lac 29,1 (%)
3'-NBzl-LacNAc 97,6 (*)

Tableau XIX. Affinité de la Gal-3 pour quelques ligands osidiques.

L’affinité de la Gal-3 pour ces différents sucres a été déterminée a 25°C soit par interaction directe
(microcalorimétrie) (*) soit par étude de compétition (ELISA) (**). Lac : lactose. Fuc : fucose. LacNAc :
N-acétyl-lactosamine. Gal : galactose. GalNAc : N-acétyl-galactosamine. NBzl : N-benzyl.

(Adapté d’Ochieng et al., 2004)

Ligands glycoprotéiques de la galectine 3 Fonctions cellulaires associées

Lamine, fibronectine, intégrine a1p1...

Régulation de I'adhésion
M1B1 (macrophages) des cellules a la matrice

CD 66a/b (neutrophiles) Activation de la NADH oxydase et de
la cascade du stress oxydatif
Internalisation du Ca®* extracellulaire

Régulation de I'adhésion

CD 98 (lignée cellulaire T : Jurkat)

CD4/CD8 (lymphocytes) des cellules a la matrice
Protéines membranaires associées aux lysosomes | Régulation de I'adhésion des cellules
Lamp-1, -2 (cellules tumorales) entre elles et a la matrice

Pt de liaison des macrophages (Mac-2 BP)

Induction de I'adhésion

Mucines exprimées dans le cancer du colon N .
des cellules entre elles et a la matrice

Antigéne carcino-embryonnaire

Induction de I'adhésion cellulaire

Cubiline et de 'endocytose
. Induction de I'adhésion
Elastine AT
des cellules a I'élastine
. Maintien de la différenciation
Hensine ; e
terminale des cellules épithéliales
Produits terminaux de la glycation (AGE) Endocytose des AGE
IgE (basophiles) Degranulatl’on et §ecret|on de
sérotonine
. . - Répression de I'expression
FcyRII (éosinophiles leucémiques) génique d'IL-5

Adhésion de la bactérie aux cellules

Lipopolysaccharides bactériens ot matrices de 'hote

Tableau XX. Exemples de ligands glycoprotéiques de la Gal-3.

(Adapté d’Ochieng et al., 2004)
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2. Expression de la galectine 3

2.1. Cellules exprimant la galectine 3

Pendant le premier trimestre de I'embryogenése humaine, I'expression de cette
lectine est limitée aux épithéliums de la peau, des voies respiratoires, digestives et urinaires,
aux myocytes et aux chondrocytes hypertrophiques. Chez I'adulte, la Gal-3 est ubiquitaire

mais surtout exprimée dans certains types cellulaire (Dumic et al., 2006; Liu et al., 2002) :

- cellules endothéliales vasculaires

- cellules épithéliales de divers organes ou tissus : cornée, épithélium olfactif, glandes
salivaires, thymus, poumons, sein, intestin gréle, colon, pancréas, voies biliaires intra-
hépatiques, reins, prostate...

- cellules de tissus conjonctifs : kératinocytes, fibroblates, chondrocytes, ostéoblates,
ostéoclastes...

- cellules immunitaires: monocytes, macrophages, polynucléaires neutrophiles,

éosinophiles ou basophiles, mastocytes, cellules dendritiques...

La Gal-3 n’est pas exprimée physiologiquement par les lymphocytes. Elle apparait
lorsque ces cellules sont activées par des micro-organismes au cours d’'une infection (par
Trypanosoma cruzi pour les lymphocytes B ; par le virus de I'immunodéficience humaine
-VIH- ou le virus T-lymphotropique humain -HTLV-1- pour les lymphocytes T). Par ailleurs,
elle est difféeremment exprimée par diverses tumeurs en fonction de leur progression et de

leur potentiel métastatique (Cooper, 2002; Dumic et al., 2006).

Au niveau subcellulaire, la Gal-3 peut étre retrouvée autant dans le noyau que dans
le cytosol (Guévremont et al., 2004 ; Patterson et al., 2002) ou dans la membrane plasmique
(Gorski et al., 2002). Dans un contexte inflammatoire, elle peut étre sécrétée par certaines

cellules, particulierement les macrophages et les fibroblastes synoviaux.

2.2. Régulation de I'’expression de la galectine 3

La Gal-3 est codée par le géne LGALS3 situé sur le chromosome 14, chez 'Homme.
La régulation de son expression dépend des stimuli extérieurs ainsi que du type et de
l'éventuel état tumoral des cellules. Elle implique l'action de différents facteurs de

transcription ainsi que des modifications épigénétiques (Dumic et al., 2006).
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Ainsi, le promoteur du géne LGALS3 contient plusieurs éléments de réponse (figure
48) a des facteurs de transcription impliqués dans la régulation de la croissance, la
prolifération, la différenciation et la mort cellulaire (tableau XXI) (Dumic et al., 2006;
Kadrofske et al., 1998). Parmi ces facteurs figurent les facteurs CREB (cAMP response
element binding factor), Sp-1 (specificity protein), SIF-A/B/C (sis-inducible factor), AP-1, AP-
2, AP-4 (activating protein), NFkB (nuclear factor kappa B), la protéine nucling, les protéines
de structure bHLH (helice-boucle-hélice) et la protéine p53.

Par ailleurs, le promoteur du géne LGALS3 peut aussi faire I'objet d’'une régulation
épigénétique par des phénoménes de méthylation ou de déméthylation. Ainsi, par rapport a
des cellules saines, les cellules de tumeurs pituitaires, de carcinomes du sein ou de la
thyroide, présentent une déméthylation du promoteur du géne LGALS3 (Ruebel et al., 2005).
Or, des travaux ont démontré que cette déméthylation induit la transcription du géne et que
la Gal-3 produite favorise la migration cellulaire, ce qui pourrait expliquer son role clé dans la

progression tumorale et le potentiel métastatique (Margadant et al., 2012).

336) GRE SRE
TCCAGGCCAGCAGATIIGATGTCTIGGTGAGGGCCTGCTTTCTGGTTCACAGAGGGAGCCTTCTGGC THTGTCTTCACAAGGTGGAAGTGG
6 CRE
CAAGGGGACTCTCTCCGGCCTCTTTTATTAAGGCACCAATCTCATTCACCCTATGACCTANTCACT TCCCAAGGCCTCCACTTCCTAATA
Boite CG CRE
CATCACCGTGAGGGTTAGGATTTCAACATATGAACT T TRGCGGGA TATAAACATTCAGACTATAGCACCCTGACAGTAAAAATGAGATAN

CRE (413
TAATAACTTATCTCTTTCTTCCAACAAAAAGAT .\A(;(E(;AA(:TTEA,\A(;(;M;(.(;T,\ TATATATATATATAATGTGAATTTCCTGTGTAAA

ATGTGTTAAAGAGTTGTCTGATTAATTGCTTTATAAGGGAATTGCTTTGAGACTAGGCCTATTGATCTAGAATAAGTAGTCAATTTGTAG
AP-1 AP-1
(39
TCAGTTCCCTAGGGAATAGACAT TGAAAAGATTTTTGGTTTTGTATTCTACAAATAAAGCAACCTATITAATTGAATTCCTCTCAGCGAA T
2 . _—
AP-1 AP-1 Boite CG ol AP- 2% SIE
TCTTCACTCAGGTGATTCTGGAGAGGGCGAGGGACAGACGCGGACGCAGCCCAGAT CCCGGGAGCGCCACGGAACCTAACGGTGGCAGCG
bHLH ~ Ap.1 NF-xB
GAGGTCGCGCCCHTCAGTGOCCGCGCTCTCOCCGTARGGAGCTTCATGGTARCCCCTGOGGEAGCGGCTCGGGETGTCAGGCCGGCGAGE

NF-xB “108) el Boite CG Boite CG

GGCTCGCACAGCCTGETCCGGGGAGAGGACTGGCTGGGCAGGGGCHCCRCCCCGOTCGGGAGABGEGGGCCGEGCGHGGCTGGGAGTAT

Boite CG ‘'

15 (*1») intron | sphice denor
TTGAGGCTCGOAGCCACCGCCCCOGOOLGCGCCCGCAGCACCTCCTCGCCAGCAGCCGTCCGGAGCCAGCCAACGAGCGGTGAGCTGOGCG

(141
GGGOGCGOGOOACGOGLCTCOGGCOGGGCAGGGGAGAGGGCGCCOGLGOGCTCCTTCOOGOGCGGTCCGLAGAGGGT

Figure 48. Promoteur du géne LGALS3 et localisation des éléments de régulation.

CRE : C-AMP Response Element: (éléments de réponse dépendants de la voie de signalisation de 'AMP cyclique). Boite CG :
sites de liaison du facteur de transcription Sp-1 (Specificity Protein 1). SIE : Sis-Inducible Element (site analogue de I'élément
de réponse au sérum). bHLH : basic Helix-Loop-Helix (site de liaison des facteurs de transcription de structure hélice - boucle -
hélice). AP-1, 2, 4 (Activating Protein) | NFkB (Nuclear Factor kappa B) : sites de liaison analogues de ceux des facteurs de
transcription AP-1, 2, 4 / NFkB, respectivement.

(Adapté de Kadrofske et al., 1998)
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Facteurs de transcription
du géne LGALS3

Fonctions biologiques
régulées par ces facteurs de
transcription

Exemple de conséquences de I’activation ou de
I'inhibition de la transcription du géne LGALS3

CREB

Activateur de la transcription
(Hsu et al., 1996)

Prolifération cellulaire,
hématopoiése, plasticité
synaptique, survie neuronale...

Expression de Gal-3 par les lymphocytes T infectés
par le virus HTLV-1, activation de leur prolifération et

contribution a leur transformation tumorale
(Hsu et al., 1996)

Sp-1
Activateur de la transcription
(Li et al., 2006)

Expression de
génes de ménage
(impliqués dans le métabolisme
cellulaire de base)

Expression de Gal-3 par des lymphocytes infectés
par le VIH (Fogel et al., 1999)

SIF-A,B, C
Activateur de la transcription
(Dumic et al., 2006)

Expression des génes
de réponse précoce
(au cours du cycle cellulaire)

Expression de la Gal-3 en réponse a certains
facteurs de croissance sériques

Expression précoce au cours du cycle cellulaire
(Dumic et al., 2006)

AP-1
Activateur de la transcription

Prolifération, différenciation et
survie cellulaire

AP-2
Activateur de la transcription

Développement embryonnaire

AP-4
Activateur de la transcription

Division et prolifération cellulaire

NFkB
Activateur de la transcription

Réponse immuno-inflammatoire,

Fibrose hépatique résultant de
la phagocytose des cellules stellaires hépatiques

(Dumic et al., 2000; Hsu et al., 1996) apoptose... (Jiang et al., 2012)
Nucling . ,
Inhibiteur de la transcription par Apoptose Induction de l'apoptose

inhibition de 'activation de NFkB

(Liu et al., 2004)

p53
Inhibiteur de la transcription

(Cecchinelli et al., 2006; Gaudin et al., 1997;

Lavra et al., 2011; Raimond et al., 1995)

p53 muté

Activateur de la transcription
(Gaudin et al., 1997; Lavra et al., 2009;
Raimond et al., 1995)

Apoptose, cancérogenéese

Induction de 'apoptose
(Cecchinelli et al., 2006)

Surexpression dans les carcinomes
papillaires thyroidiens
(Lavra et al., 2011)

Chimiorésistance des carcinomes thyroidiens

anaplasiques résultant de la résistance a I'apoptose
(Lavra et al., 2009)

RunX2

Activateur de la transcription
(Li et al., 2006; Stock et al., 2003; Zhang et
al., 2009)

Différenciation ostéoblastique
Morphogenése du squelette

Expression dans le squelette (Stock et al., 2003)

Contribution a la progression des tumeurs pituitaires
(Zhang et al., 2009) et des gliomes (Viadimirova et al., 2008)

HIF (zeng et al., 2007)

Développement embryonnaire
Survie des chondrocytes
en hypoxie

Survie des chondrocytes dans leur milieu
physiologiquement hypoxique, résultant de I'inhibition
de leur apoptose (Risbud et al., 2010; Zeng et al., 2007)

Tableau XXI. Principales fonctions biologiques régulées par certains facteurs de transcription
du géne LGALSS.

CREB : C-AMP Response Element-Binding protein (facteur de liaison a I'élément de réponse a I'AMPc). Sp-1: specificty
protein. SIF-A, B, C : Sis-Inducible Factor. AP-1, 2, 4 : Activating Protein 1, 2, 4. NFkB : Nuclear Factor kappa B. Runx2 Runt-
related transcription factor. HIF : Hypoxia Inducible Factor. HTLV-1 : Human T-Lymphotropic Virus (virus T-lymphotropique
humain). VIH : virus de I'immunodéficience humaine.
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3. Réles biologiques de la galectine 3

Comme précédemment expliqué, la Gal-3 est une protéine clé dans le maintien de
’homéostasie cellulaire. La plupart de ses fonctions biologiques découlent de sa propriété
lectinique puisqu’in vitro, le lactose peut les inhiber de fagon compétitive. Néanmoins,
l'intégrité du domaine N-terminal et de la chaine latérale est nécessaire pour moduler ces
fonctions (Hsu and Liu, 2002; Ochieng et al., 1998). Selon sa localisation intra ou

extracellulaire, selon les stimuli et les types cellulaires, cette lectine peut jouer des rdles

différents.

3.1. Roles biologiques de la galectine 3 intracellulaire

La Gal-3 intracellulaire (Gal-3 IC) régule I'expression de certains génes, de méme

que le cycle, la croissance et la survie cellulaires (figure 49).
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Figure 49. Fonctions de la Gal-3 intracellulaire.

Les principales fonctions de la Gal-3 intracellulaire sont encadrées / entourées en rouge. Les fleches rouges désignent les
effets induits et les lignes bleues, les effets inhibés par la Gal-3. Akt : the serine/threonine kinase Akt. Ask-1 : Apoptosis signal-
regulating Kinase 1. CBP70 : Carbohydrayte Binding Protein 70. Chrp : Cystein and histidine-rich protein. CREB : C-AMP
Response Element-Binding protein (facteur de liaison a I'élément de réponse a 'AMPc). ERK : Extracellular signal-Regulated
Kinase. GTP : Guanosine TriPhosphate. JNK : c-Jun NH2-terminal Kinase. MEK : Mitogen-activated protein ERK Kinase. PI3K
: Phosphatidyl-Inositol 3-Kinase. Raf-1 : the serine/thréonine kinase Raf-1. Sp-1 : Specificty Protein .Tcf-4 : T-cell Factor 4. TF :

Transcription Factor. TTF : Thyroid-specific Transcription Factor (facteur de transcription spécifique de la thyroide).

(Dumic et al., 2006)
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3.1.1. Régulation de I’expression de génes

La Gal-3 IC est un facteur clé intervenant au moment de la transcription et de la
maturation des ARN. En effet, cette lectine est un trans-activateur de nombreux facteurs de
transcription dont CREB, Sp-1, TTF-1 (spécifique de la thyroide) et la B-caténine (impliquée
dans la cancérogénése) (figure 49). C’est a ce titre qu’elle peut, par exemple, induire sa
propre expression et celle d’autres génes régulant 'homéostasie cellulaire, et qu’elle joue un
réle clé dans la cancérogénése de la thyroide, de I'oropharynx, du colon, etc. (Dumic et al.,
2006; Wang et al., 2013; Zhang et al., 2013). Par ailleurs, la Gal-3 se lie au spliceosome
(particules ribonucléoprotéiques) pour favoriser le bon déroulement de I'épissage des pré-
ARNm (figure 49) (Dagher et al., 1995; Liu et al., 2002; Patterson et al., 2002).

3.1.2. Régulation du cycle, de la croissance et de la survie cellulaires

La Gal-3 est exprimée dés les phases précoces du cycle cellulaire et contribue a la
progression de celui-ci vers linterphase, en induisant I'expression des cyclines A et D
(figure 49). En condition pathologique et selon le stimulus, la Gal-3 peut causer I'arrét du
cycle ou, au contraire, promouvoir la prolifération cellulaire, notamment pour les lymphocytes
T (Dumic et al., 2006).

De plus, cette lectine est un facteur anti-apoptotique dans différents types de cellules
saines (lymphocytes T, chondrocytes, macrophages) ou tumorales (lymphocytes B dans le
lymphome de Burkitt, cellules épithéliales de carcinome mammaire) (Ahmad et al., 2004;
Dumic et al., 2006; Hsu and Liu, 2002; Liu et al., 2002; Yang et al., 1996). Sa fonction anti-
apoptotique s’explique par son homologie structurale avec le facteur anti-apoptotique Bcl-2
(Cecchinelli et al., 2006; Dumic et al., 2006). En effet, ces deux protéines sont riches en
proline, glycine et alanine en position N-terminale, et contiennent le motif « anti-

apoptotique » NWGR (Yang et al., 1996) en position C-terminale (figure 50).

Bcl-2— FRDGVNWGRIVAFFEF

S Sérine n°6 phosphorylée
Séquence « anti-apoptotique » NWGR
position 180-183 (Gal-3) ou 143-146 (Bcl-2)

Figure 50. Homologie de structure entre la Gal-3 et Bcl-2.

La fonction anti-apoptotique de la Gal-3 IC s’explique par I’homologie de sa structure avec celle du facteur anti-apoptotique Bcl-
2 (séquence NWGR en C-terminal), et elle nécessite la phosphorylation de la sérine n°6. NB : le schéma n’est pas a I'échelle.

(Adapté d’Akahani et al., 1997; Yoshii et al., 2002)
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Pour jouer son rble de facteur anti-apoptotique, la Gal-3 doit également étre

phosphorylée au niveau de sa sérine n°6 (Yoshii et al., 2002). Sous cette forme, elle peut

constituer un hétérodimére avec Bcl-2 (Cecchinelli et al., 2006), et ainsi bloquer 'homo-

dimérisation des protéines pro-apoptotiques. Celles-ci ne peuvent donc plus déclencher la

cascade de caspases responsables de la mort cellulaire (figure 49).

3.2.

Roles biologiques de la galectine 3 extracellulaire

La Gal-3 extracellulaire (Gal-3 EC) module I'adhésion, I'activation, la migration et la

mort cellulaires (Dumic et al., 2006) et intervient ainsi dans de nombreux processus

biologiques comme I'apoptose, I'adhésion et I'activation cellulaires, I'angiogénése, I'invasion

tumorale, etc. (figure 51).
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Figure 51. Réles biologiques de la Gal-3 extracellulaire.

Les fleches rouges désignent les effets induits par la Gal-3. AGE : Advanced Glycation End products. C4.4A : the GPl-anchored
glycoprotein C4.4A. CEA : Carcino Embryonic Antigen. CRD : Carbohydrate Recognition Domain. EGFR : Epidermal Growth

Factor Receptor. Fcg :

Fce Receptor. IgE : immunoglobuline E. L1

: neural adhesion molecule L1. Lamp 2: Lysosome

Associated Membrane Protein %.. LPS : lipopolysaccharide. Mac-2P : Mac-2 Binding Protein. MAG : Myelin Associated
Glycoprotein. N-CAM : Neural cell adhesion molecule. NCA-160 : Non specific Cross reacting Antigen 160. ND : N-terminal
domain. NG2 : the transmembrane chondroitin sulfate proteoglycan NG2. TBR : Transforming growth factor  Receptor. TCR :

T-Cell receptor.

(Dumic et al., 2006)
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3.2.1. Induction de I'apoptose

Contrairement a la Gal-3 IC, la Gal-3 EC joue un rdle pro-apoptotique, en particulier
dans les lymphocytes T (figure 51) (Yang et al., 1996). La lectine interagit avec ces cellules
par liaison au CD95 (Fas), une protéine transmembranaire impliquée dans I'apoptose (Dumic
et al., 2006; Liu and Rabinovich, 2010).

3.2.2. Modulation de I’adhésion cellulaire

La Gal-3 EC module l'adhésion des cellules entre elles et avec la matrice
extracellulaire (MEC) (figure 51) grace a son interaction lectinique avec des glycoprotéines
de la surface cellulaire ou de la MEC (tableau XX), mais aussi grace a sa capacité a former
des oligoméres via son extrémité N-terminale (figure 52) (Dumic et al., 2006; Hughes, 2001;
Nieminen et al., 2006; Ochieng et al., 2004). Cette fonction de la Gal-3 explique notamment
gu’elle est capable de promouvoir 'adhésion des cellules tumorales a la MEC et de favoriser

ainsi leur implantation (Dumic et al., 2006).

@

@ Cellule Dimére/pentamére Glycoprotéines \— Matrice extracellulaire
‘x,?(t de Gal-3 (cellulaires ou matricielles)
ve

Figure 52. Modélisation de ’adhésion cellulaire médiée par la Gal-3.

La Gal-3 permet I'adhésion des cellules entre elles, mais aussi avec leur matrice extracellulaire. Cette adhésion fait intervenir la
fonction lectinique de la protéine mais aussi sa capacité a former des oligomeres en N-terminal. Ainsi, le CRD se lie aux
glycoprotéines de la surface cellulaire ou de la matrice, tandis que les extrémités N-terminales de chaque monomére de Gal-3
interagit avec un autre pour former des dimeéres ou des pentaméres.

(Adapté d’Ahmad et al., 2004; Nieminen et al., 2006; Ochieng et al., 1993)
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3.2.3. Activation cellulaire au cours de la réponse immuno-inflammatoire
Plusieurs études ont montré I'implication de la Gal-3 dans I'activation des cellules du
systéme immunitaire (figure 53) (Dumic et al., 2006). Certaines d’entre elles, principalement
les macrophages (MacKinnon et al., 2008), sécrétent de la Gal-3 en réponse a divers stimuli
inflammatoires ou infectieux (Dumic et al., 2006). La Gal-3 sécrétée agit de fagcon auto ou
paracrine pour promouvoir l'adhésion des polynucléaires neutrophiles aux cellules
endothéliales (via des intégrines), la migration des monocytes vers le tissu lésé (Henderson
and Sethi, 2009; Sano et al., 2000) et l'activation des macrophages dans ces tissus
(MacKinnon et al., 2008). La Gal-3 joue ainsi un réle positif dans 'immunité innée mais elle
est aussi capable de favoriser I'évolution vers une inflammation chronique en activant la
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par différentes cellules immunitaires (Filer et al.,
2009; Jeng et al.,, 1994; Silverman et al., 2012). Le role de la Gal-3 dans linflammation

chronique est particulierement important dans la physiopathologie de 'OA et de la PAR.
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Figure 53. Effets de la Gal-3 sur les cellules immunitaires.

Les fleches rouges désignent les effets induits et les bleues, les effets inhibés par la Gal-3. Les rectangles colorés en rouge
représentent les effets pro-inflammatoires et ceux colorés en bleu, les effets anti-inflammatoires de la Gal-3. fMLP : formyl-
Méthionyl-Leucyl-Phenylalanine. LPS : lipopolysaccharide. IL : interleukine. TCR : T-Cell Receptor.

(Dumic et al., 2006)
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4. Roles de la galectine 3 dans la physiopathologie de la polyarthrite

rhumatoide et de ’arthrose

4.1. Données cliniques obtenues chez des patients atteints de polyarthrite

rhumatoide ou d’arthrose

4.1.1. Expression intra-articulaire de la galectine 3

Comparés a des sujets sains, les patients atteints de PAR ou d’OA expriment plus de
Gal-3 dans le cartilage (figure 54) et la synoviale (Guévremont et al., 2004; Ohshima et al.,
2003). L’expression de Gal-3 par les fibroblastes (FS) et macrophages synoviaux (MS)
(Dasuri et al.,, 2004; Sato and Hughes, 1994) est augmentée suite a un stimulus pro-
inflammatoire puisque, chez les patients OA, la lectine n’est fortement exprimée dans la
synoviale qu’en cas d'’infiltration leucocytaire (Ohshima et al., 2003; Reboul et al., 2004).
Cette surexpression se traduit par une accumulation intracellulaire de la lectine entrainant
une résistance des FS et MS pathologiques a I'apoptose ainsi que leur prolifération. Les FS
sont ainsi capables d’envahir le cartilage, en se liant & une protéine matricielle (COMP :
cartilage oligomeric matrix protein), ce qui leur fait exprimer encore plus de Gal-3 (Neidhart
et al., 2005). La surexpression protéique de cette lectine est, par conséquent, associée au

contexte inflammatoire de 'OA et de la PAR, et a 'invasion du cartilage par la synoviale.
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Figure 54. Expression de Gal-3 dans le cartilage de patients arthrosiques.

Le pourcentage de chondrocytes exprimant de la Gal-3 a été déterminé par immuno-histochimie.

(Guévremont et al., 2004)
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4.1.2. Sécrétion synoviale et sérique de la galectine 3

Les FS et MS activés par des stimuli inflammatoires sont capables de sécréter des
Ck pro-inflammatoires et des MMP (Filer et al., 2009; Pap et al., 2000), ainsi que de la Gal-3
(Neidhart et al., 2005; Ohshima et al., 2003).

Les concentrations synoviales et sériques de la lectine sont significativement plus
élevées chez des patients atteints d’'OA (Alturfan et al., 2008) ou de PAR (Ohshima et al.,
2003) que chez des sujets sains (figure 55). De plus, ces concentrations sont corrélées a
celles de la protéine C-réactive (Ohshima et al., 2003), ainsi qu’'a l'indice de Larsen (score
radiologique) (Ezzat et al., 2011). Ces travaux suggérent un role pro-inflammatoire de la Gal-
3 dans physiopathologie de I'OA et de la PAR.

A B
Synovie Sérum
600 ‘ 120 —
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1 p <0,001
o p<0,001 & Galectin-3 (ng/ml) (plasma) ~ 7.11£2.01 0.56+1.87%**
Galectin-3 (ng/ml) (Synovia) 3.31+1.71 14.20+1.33*
CRP (mg/dl) (plasma) 3.10£1.37 11.5048,81 %+ **
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Figure 55. Concentrations synoviales et sériques de la Gal-3
chez des patients atteints d’OA ou de PAR.

CRP : C-Reactive Protein (protéine C-réactive). ESR : Erythrocyte Sedimentation Rate (vitesse de sédimentation des érythrocytes).

(Ohshima et al., 2003 (A) ; Alturfan et al., 2008 (B))

4.1.3. Synthése des données cliniques

Les données cliniques suggérent que la Gal-3, exprimée et sécrétée au niveau intra-
articulaire, pourrait étre impliquée dans la physiopathologie de I'OA et de la PAR, en
modulant les phénoménes inflammatoires et de dégradation du cartilage. Plusieurs travaux
expérimentaux sur I'animal ou des cellules articulaires humaines ont permis d’identifier le

réle exact de la Gal-3 dans ces phénoménes.
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4.2. Données expérimentales obtenues chez I’animal

4.2.1. Injection de galectine 3 recombinante chez la souris saine

Chez des souris WT (wild type : sauvages) saines, la Gal-3 injectée dans un genou
induit 'inflammation de la patte ainsi que des Iésions de type arthrosique (Janelle-Montcalm
et al.,, 2007). En effet, 'analyse histologique d’'une section du genou montre des
modifications structurales du cartilage et de I'os sous-chondral (figure 56). Le cartilage est
aminci par endroits, appauvri en protéoglycanes matriciels et en chondrocytes, et ces
derniers sont regroupés en clusters et non plus alignés verticalement. L’'os sous-chondral
quant a lui, fait 'objet d’'un remodelage. L’ensemble de ces données met en évidence un role

délétére de la Gal-3 EC sur I'articulation.

Cartilage —> t

Controle
Os sous-

chondral

Gal-3
0.1ug

Gal-3
1Hg

Gal-3
10 ug

Figure 56. Effets de la Gal-3 injectée dans les genoux de souris WT.

Quatre jours aprés linjection de Gal-3 dans les genoux de souris WT, des sections de ces genoux ont été colorées par la
safranine O (coloration rose des protéoglycanes, a gauche) ou par le bleu de toluidine (coloration bleue des
glycosaminoglycanes, a droite). Au niveau du cartilage, la Gal-3 injectée provoque un amincissement, une perte des
protéoglycanes (colorations moins denses), une hypocellularit¢ et une modification de la disposition des chondrocytes
(regroupés en clusters et non plus alignés verticalement). Elle provoque également un épaississement et un remodelage de I'os
sous-chondral.

(Janelle-Montcalm et al., 2007)
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4.2.2. Invalidation permanente de la galectine 3 chez la souris

Chez I'animal sain

Chez des souris saines, l'invalidation génique permanente de la Gal-3 (Gal-3 KO :
knock-out) engendre des lésions de type arthrosique au niveau du cartilage (irrégularité de
sa surface, amincissement, perte des protéoglycanes matriciels, hypocellularité...) et de l'os

sous-chondral (remodelage) (figure 57).

- Souris agées de 6 semaines Souris agées de 4 mois

Figure 57. Effets articulaires de I'invalidation génique permanente de la Gal-3 chez des souris.

Des coupes histologiques de l'articulation de souris sauvages (WT) ou invalidées pour la Gal-3 (Gal-3 KO) ont été colorées par
safranine O (coloration rose des protéoglycanes, en haut) ou par bleu toluidine (coloration bleue des glycosaminoglycanes, en
bas). Comparé a celui des souris WT, le cartilage des souris Gal-3 KO est un peu moins épais, les protéoglycanes moins
nombreux (colorations moins denses), les chondrocytes sont moins nombreux et leur disposition est différentes (ils sont
regroupés en « clusters » et non plus alignés verticalement).

(Boileau et al., 2008)

En complément de ces expériences d’invalidation, des cellules ATDC5 (lignée
chondrogénique murine n’exprimant pas de Gal-3 endogéne) ont été transfectées avec un
vecteur d’expression de Gal-3, puis incubées avec un inducteur d’apoptose. Les résultats
montrent que la mortalité des cellules ATDC5 surexprimant la Gal-3 est inférieure a celle des
cellules ATDCS5 transfectées avec un vecteur vide (figure 58), ce qui confirme le réle anti-

apoptotique connu de la Gal-3 intracellulaire (Liu et al., 2002).

Les données obtenues chez I'animal sain et a l'issue de la transfection des cellules
ATDCS5 suggérent que la Gal-3 IC joue un rble bénéfique dans 'homéostasie du cartilage et
la survie des chondrocytes. Ainsi, toute inhibition de son expression induit des lésions

articulaires de type arthrosique (Boileau et al., 2008).
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Figure 58. Role de la Gal-3 intracellulaire dans la survie de cellules chondrogéniques.

Des cellules ATDC5 (lignée chondrogénique murine n’exprimant pas de Gal-3 endogéne) ont été transfectées avec un vecteur
d’expression de la Gal-3 ou un vecteur vide (empty vector). Toutes les cellules ont été co-transfectées par un vecteur
d’expression de la luciférase pour permettre de normaliser I'efficacité de transfection. Les cellules transfectées ont ensuite été
incubées avec 0.25 a 1 mM de nitroprussiate de sodium (inducteur de mort cellulaire) et, la mortalité cellulaire a été évaluée et
exprimée en activité de la lactate déshydrogénase rapportée a I'activité de la luciférase).

(Boileau et al., 2008)

Dans un modéle d’arthrose induite par le mono-iodoacétate
Le mono-iodoacétate (MIA) est un composé chimique permettant de générer des

arthroses expérimentales par injection intra-articulaire, notamment chez la souris (figure 59).

Nombre de jours apres injection de mono-iodoacétate

Controle

Figure 59. Effets articulaires d’une injection de mono-iodoacétate a des souris WT.

L’injection de 10 pg de mono-iodoacétate dans le genou de souris WT permet de créer un modele d’arthrose expérimentale.
Les coupes histologiques des genoux traités ont été colorées par la safranine O (en haut) ou par le bleu de toluidine (en bas).

(Boileau et al., 2008)
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Chez les souris Gal-3 KO, le MIA n’aggrave pas les lésions déja générées par
l'invalidation génique (figure 60) (Boileau et al., 2008), probablement du fait de l'inhibition de
I'expression de médiateurs pro-inflammatoires liée a la déplétion de Gal-3. En effet, les
travaux de Hsu et coll. (2000) ont démontré que les souris Gal-3 KO développent moins
d’inflammation que les souris WT, ce qui suggere que la Gal-3 IC pourrait concourir a

inflammation observée au cours de 'OA.

Nombre de jours apres injection de mono-iodoacétate

Controle

Figure 60. Effets articulaires d’une injection de mono-iodoacétate a des souris Gal-3 KO.

L’injection de mono-iodoacétate dans le genou de souris Gal-3 KO n’engendre pas plus de lésions de type arthrosique que
l'invalidation permanente elle-méme. Colorations par la safranine O (en haut) ou par le bleu de toluidine (en bas).

(Boileau et al., 2008)

Dans le modéle d’arthrite induite a I'antigéne (modéle AA)

Chez des souris Gal-3 KO, lorsqu'une arthrite est induite, celle-ci est moins
sévere que chez les souris WT (Forsman et al.,, 2011). En effet, 'hyperplasie synoviale,
l'altération du cartilage et I'érosion osseuse sont moins prononcées (figure 61, A et B). De
plus, les concentrations sériques de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-17, TNF-a) sont
inférieures (figure 62, A et B), et le nombre de lymphocytes T est plus faible. Lorsque de la
Gal-3 recombinante exogene est injectée par voie intra-péritonéale a des souris Gal-3 KO, la
sévérité des lésions articulaires et le niveau de production de Ck pro-inflammatoires

deviennent similaires a ceux observés chez les souris WT (figures 61, C et 62, C).
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Figure 61. Effets articulaires de I'invalidation permanente de la Gal-3 chez des souris
arthritiques (modéle AA).

Chez des souris Gal-3 KO (B), I'arthrite est moins sévére que chez des souris WT (A) : l'inflammation synoviale (et I'érosion
osseuse) sont moindres. Lorsque de la Gal-3 recombinante humaine (rh Gal-3) est injectée dans les genoux des souris Gal-3
KO (C), la sévérité de I'arthrite devient comparable a celle observée chez les souris WT (A).

(Forsman et al., 2011).
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Figure 62. Effets de I'invalidation permanente de la Gal-3 sur les concentrations sériques
d’IL-6 et de TNF-a produites par des souris arthritiques (modéle AA).

Chez des souris Gal-3 KO (B), les concentrations sériques d'IL-6 et de TNF-a sont significativement inférieures a celles
mesurées chez les souris WT (A). Lorsque de la Gal-3 recombinante humaine (rh Gal-3) est injectée dans les genoux des
souris Gal-3 KO (C), ces concentrations tendent a augmenter vers celles observées chez les souris WT (A).

(Forsman et al., 2011).

Les travaux réalisés chez la souris Gal-3 KO arthritique démontrent que la Gal-3
participe activement a la physiopathologie de I'arthrite a I'antigéne et donc, probablement de
la PAR. En effet, 'invalidation permanente de la Gal-3 diminue la sévérité de I'arthrite tandis

que l'ajout de Gal-3 exogéne restaure partiellement sa gravité.
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4.2.3. Invalidation transitoire de la galectine 3 chez le rat, dans un modéle

d’arthrite au collagéne

Les travaux de Wang et coll. (2010) ont mis en évidence la surexpression de la
protéine Gal-3 dans la synoviale des rats WT arthritiques (comparés aux rats sains), ce qui a
permis de déduire que la Gal-3 pourrait étre impliquée dans la pathogenése de I'arthrite au
collagéne. Par la suite, cette équipe a cherché a identifier le role exact de cette lectine en
inhibant son expression par la technique d’ARN interférence (shGal-3). Les résultats ont
montré que chez des rats déplétés transitoirement en Gal-3, I'arthrite est moins sévére que
chez des rats sauvages, en termes de manifestations clinique, radiologique et histologique
(Wang et al., 2010). En effet, le score articulaire, calculé selon l'intensité de l'inflammation et
des déformations articulaires, diminue de fagon dose-dépendante chez les rats shGal-3
(figure 63, A). De plus, la radiographie des pattes arthritiques montre que les rats shGal-3
ont significativement moins d’érosion osseuse que les rats WT (résultats objectivés par le

score radiologique (figure 63, B)).
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Figure 63. Effets de I'invalidation transitoire de la Gal-3 sur les scores articulaire et
radiologique calculés au niveau des chevilles de rats arthritiques (modéle CIA).

Des lentivirus vectorisant des shARN Gal-3 (ou 'ARN Gal-1) ont été injectés localement dans des chevilles de rats
(concentrations en unités de transduction) arthritiques (arthrite au collagéne). Les scores articulaire et radiologique ont ensuite
été calculés : la déplétion en Gal-3 diminue ces scores, ce qui traduit une moindre atteinte articulaire. Saline : tampon PBS
(contrdle). Lt : Lentivirus. Lt.shLuc : sh luciférase (controle). Lt.shGFP : sh GFP (protéine de fluorescence verte : contréle).
Lt.shGal-3 : sh Gal-3. Lt.Gal-1 : Gal-1.

(Wang et al., 2010).

Par ailleurs, les analyses histologiques ont également montré que chez les rats
shGal-3, l'infiltration leucocytaire et I'hyperplasie synoviale sont plus modérées et qu’il n'y a
pas d’invasion du cartilage par la synoviale (figure 64, A et B). De plus, chez ces rats, la
densité des micro-vaisseaux synoviaux est inférieure a celle des rats WT (figure 64, C), ce

qui va dans le sens d’'une atténuation de I'inflammation synoviale.
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Figure 64. Effets histologiques de I'invalidation transitoire de la Gal-3 observés au niveau des
chevilles de rats arthritiques (modéle CIA).

A : coupes histologiques de chevilles. Les zones encadrées (grossissement 40) et les fleches (grossissement 200) situent
l'interface entre membrane synoviale, cartilage et os sous-chondral. Chez les rats sh Gal-3, il n’y a ni pannus synovial ni
invasion du cartilage ou de I'os sous-chondral, comparés aux rats contréles. B : score histologique (calculé au niveau de la
membrane synoviale, en tenant compte de I'inflammation de linvasion des tissus alentours). De maniére cohérente avec les
résultats des coupes histologiques, le score histologique est significativement inférieur chez les rats sh Gal-3 comparés aux rats
contrdles. C : Densité des micro-vaisseaux. Dans l'articulation des rats sh Gal-3, il y a moins de micro-vaisseaux, donc moins
d’angiogénése synoviale que chez les rats controles. Saline : tampon PBS (contrdle). Lt : Lentivirus. Lt.shGFP : sh GFP
(protéine de fluorescence verte : contréle). Lt.shGal-3 : sh Gal-3. Lt.Gal-1 : Gal-1.

(Wang et al., 2010).

En outre, des analyses immuno-histochimiques ont révélé une diminution du nombre
de lymphocytes T dans linfiltrat leucocytaire de la synoviale des rats shGal-3 (figure 66). Ce
résultat s’explique slrement par le fait que la déplétion de Gal-3 IC provoque I'apoptose de

ces cellules (Yang et al., 1996).
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Figure 65. Effets de I'invalidation transitoire de la Gal-3 sur le nombre
de lymphocytes T synoviaux des chevilles de rats arthritiques (modele CIA).

Les coupes de la synoviale illustrées sur la figure 65, A nt été soumises a des analyses immuno-histochimiques pour pouvoir
déterminer le nombre de cellules T CD3+ présentes dans linfiltrat synovial. La déplétion en Gal-3 s’accompagne d’une
diminution de plus de moitié du nombre de lymphocytes T dans la synoviale. Saline : tampon PBS (contréle). Lt : Lentivirus.
Lt.shGFP : sh GFP (protéine de fluorescence verte : controle). Lt.shGal-3 : sh Gal-3. Lt.Gal-1 : Gal-1.

(Wang et al., 2010).

En résumé, I'invalidation transitoire de la Gal-3 dans la membrane synoviale améliore
les symptébmes de l'arthrite expérimentale, ce qui suggére que cette lectine participerait au

développement de l'inflammation au cours de la polyarthrite rhumatoide.

4.2.4. Synthése des données expérimentales

L’ensemble des données expérimentales met en évidence une différence du réle de
la Gal-3 dans l'articulation, en fonction des cellules concernées et de sa localisation intra ou
extracellulaire. Ainsi, en intracellulaire, la Gal-3 protége les chondrocytes et les lymphocytes
T contre 'apoptose. Dans le cas des chondrocytes, I'activité anti-apoptotique de la Gal-3 IC
est bénéfique puisqu’elle permet de maintenir 'lhoméostasie du cartilage. En revanche dans
le cas des lymphocytes T, cette activité n’est pas forcément bénéfique car elle contribue a la
survie de cellules impliquées dans la physiopathologie de l'arthrite. Par ailleurs, dans le
milieu extracellulaire, la Gal-3 concourt a la production de Ck pro-inflammatoires et au

développement de Iésions de type arthrosique ou arthritique.
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4.3. Effets de la galectine 3 recombinante sur les cellules articulaires humaines
En présence de Gal-3 recombinante humaine (10 ug), les fibroblastes synoviaux (FS)
des patients atteints de PAR produisent des cytokines pro-inflammatoires (IL-6, TNFa), un
facteur de croissance des lignées leucocytaires (GM-CSF), ainsi que des facteurs chémo-
attractants pour les polynucléaires neutrophiles (CXCL8), les monocytes, les lymphocytes T
et les cellules dendritiques (CCL2, CCL3, CCL5) (Filer et al., 2009) (figure 66). Tous ces
facteurs peuvent induire leur propre synthése en activant les FS et les macrophages

synoviaux (MS) (Sweeney and Firestein, 2004), ce qui engendre une boucle d’amplification
de l'inflammation.
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Figure 66. Production in vitro de cytokines par des fibroblastes synoviaux de patients atteints de PAR.

Les FS de patients atteints de PR ont été cultivés en présence ou en absence de Gal-3, et les Ck sécrétées dans le surnageant
de culture ont été dosées par une méthode immuno-enzymatique (ELISA). IL-6 : interleukine 6. TNF-a (Tumor Necrosis
Factor) : facteur de nécrose tumorale. GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) : facteur de croissance
des leucocytes. CXCL-8 (chemokine (C-X-C motif) ligand 8) : facteur chémo-attractant des neutrophiles. CCL-2/CCL-3/CCL-5
(chemokine (C-C motif) ligand 2/3/5) : facteurs chémo-attractants des monocytes, lymphocytes et cellules dendritiques.

(Filer et al., 2009)
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Par ailleurs, la Gal-3 recombinante induit la surexpression d’enzymes de dégradation
du cartilage (MMP-3, ADAMTS-5) par les FS de patients atteints de PAR (Filer et al., 2009)
ou par les chondrocytes de patients atteints d’OA (Janelle-Montcalm et al., 2007) (figure 67).
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Figure 67. Production in vitro d’enzymes de dégradation du cartilage par des fibroblastes
synoviaux de patients atteints de PAR et par des chondrocytes de patients atteints d’OA.

Les fibroblastes synoviaux de patients atteints de PAR (A) et les chondrocytes de patients atteints d’OA (B) ont été cultivés en
présence ou en absence de Gal-3 (10 ug et 0.25 a 10 ug, respectivement). A : les concentrations de la protéine MMP-3 ont été
mesurées par méthode immuno-enzymatique (ELISA) a partir des surnageants de culture des fibroblastes synoviaux. B : le
niveau d’expression génique de MMP-3 et dADAMTS-5 dans les chondrocytes a été déterminé par gPCR. MMP-3 :
métalloprotéase matricielle 3. ADAMTS-5 (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs 5) : agrécanase 2.

(Filer et al., 2009 (A); Janelle-Montcalm et al., 2007 (B)).

5. Synthése sur le role de la galectine 3 dans la physiopathologie de
polyarthrite rhumatoide et de I’arthrose

Que ce soit dans des modéles animaux (Forsman et al., 2011; Wang et al., 2010) ou
chez des patients (Filer et al., 2009; Janelle-Montcalm et al., 2007; Ohshima et al., 2003), la
Gal-3 apparait comme une protéine clé de la réaction inflammatoire au cours de la
polyarthrite rhumatoide et de I'arthrose (figure 68).

En localisation intracellulaire, elle empéche l'apoptose de nombreuses cellules
articulaires, ce qui est bénéfique pour les chondrocytes, mais pas pour les lymphocytes T, ni
les synoviocytes activés (Neidhart et al., 2005). En effet, ces derniers ont une survie
prolongée et, par conséquent, sécrétent des Ck pro-inflammatoires, des chémokines mais
aussi de la Gal-3, pendant longtemps.

Une fois sécrétées, Ck et Gal-3 entretiennent la synovite en maintenant I'activation
des FS et des MS (Filer et al., 2009). En plus d’induire la production de médiateurs pro-
inflammatoires, la Gal-3 EC induit aussi 'expression et la sécrétion de protéases matricielles
par les FS, les MS et les chondrocytes (Filer et al., 2009; Janelle-Montcalm et al., 2007), ce
qui contribue a la dégradation articulaire.
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Figure 68. Roles de la Gal-3 dans I'inflammation articulaire au cours de la PAR ou de I’OA.
Plusieurs données cliniques et expérimentales suggérent qu’au cours de la PAR et de I'OA, la Gal-3 participe a I'entretien de
inflammation et a la dégradation du cartilage, en favorisant la sécrétion de Ck pro-inflammatoires, de chémokines et de MMP.

Ck pro-l : cytokine pro-inflammatoire. FS : fibroblastes synoviaux. Gal-3 IC: Gal-3 intracellulaire. Gal-3 EC: Gal-3
extracellulaire. MMP : métalloprotéases matricielles. MS : macrophages synoviaux.

(Adapté de Filer et al., 2009; Janelle-Montcalm et al., 2007; Neidhart et al., 2005; Pap et al., 2000)

D’aprés les résultats des données cliniques et expérimentales, la Gal-3 EC constitue
une cible thérapeutique potentielle pour le traitement de la PAR ou de I'OA. Dés lors, il
convient de s’interroger sur son mécanisme d’action dans ces pathologies, afin d’élaborer

une stratégie d’inhibition.
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HYPOTHESE ET OBJECTIFS
DU TRAVAIL
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Hypothése de travail

La Gal-3 est sécrétée dans la cavité articulaire au cours de la PAR et des poussées
inflammatoires de 'OA (Ohshima et al., 2003; Alturfan et al., 2008). Dans le milieu
extracellulaire, I'activité biologique de cette protéine résulte d’'une part, de son interaction
lectinique avec diverses glycoprotéines membranaires des cellules cibles et, d’autre part, de
son oligomérisation via sa chaine latérale (Ahmad et al., 2004; Nieminen et al., 2006;
Ochieng et al., 2004). Ainsi, vraisemblablement au cours de 'OA et de la PAR, la Gal-3
sécrétée sous forme de monomeéres se fixe aux glycoprotéines membranaires des FS, MS et
chondrocytes, puis forme des oligoméres a la surface des cellules. Cela aboutit a leur
activation et, par conséquent, a la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et de

protéases matricielles (figure 69).
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Figure 69. Modélisation du mécanisme d’action de la Gal-3 EC au cours de la physiopathologie
de la PAR ou de 'OA

Le mécanisme d’action de la Gal-3 EC mettrait en jeu 2 étapes: une interaction lectinique avec des glycoprotéines
membranaires (de fibroblastes et macrophages synoviaux, et de chondrocytes) et ensuite la dimérisation de la Pt grace a sa
chaine latérale. Sous forme de dimeres, la Gal-3 activerait les cellules a la surface desquelles elle se trouve, induisant ainsi la
sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires et de protéases matricielles.

(Adapté de Nieminen et al., 2006)
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Pour bloquer les effets délétéres de la Gal-3 EC, il est donc nécessaire d’empécher
sa dimérisation. In vitro, des métalloprotéases (MMP-2, -3, -9) (Guévremont et al., 2004;
Ochieng et al., 1994) sont capables de cliver la chaine latérale de Gal-3 entre I'alanine en
position 62 et la tyrosine en position 63, de fagcon a supprimer les domaines d’oligomérisation
de la protéine (séquences PGAYP). Il en résulte une inhibition des activités biologiques
découlant de ce phénoméne. Ainsi, les formes de Gal-3 tronquées a I'extrémité N-terminale,
incapables de former des oligoméres, mais dont le domaine lectinique reste intact et
fonctionnel (figure 70), sont incapables d’engendrer les mémes signaux cellulaires que la
forme entiere de la Gal-3 (Nieminen et al., 2005, 2006; Ochieng et al., 1998). Par exemple,
ces formes tronquées ne peuvent pas engendrer d’hémagglutination (Hsu et al., 1992;
Ochieng et al., 1998), ni activer les polynucléaires neutrophiles (Nieminen et al., 2006),

contrairement a la forme entiére de la protéine.

Domaine
C-terminal (CRD)

Chaine latérale
raccourcie

~B

Mét PLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDV
AFHFNPRFNENNRRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVE
PDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTMI Stop

Domaine lectinique (identique & celui de la Gal-3 entiére)

Figure 70. Structure schématique et séquence protéique
d’une forme tronquée de la Gal-3.

(Adapté de Nieminen et al., 2006)

Dans le contexte de la PAR ou de I'OA, ces formes tronquées constitueraient donc un
moyen de « neutraliser » la Gal-3 EC par antagonisme compétitif, pour 'empécher de jouer
son réle délétére dans I'articulation (figure 71). En effet, elles resteraient capables d’entrer
en compétition avec la Gal-3 EC via leur fonction lectinique intacte, et empécheraient ainsi
sa liaison aux glycoprotéines membranaires des FS, MS et chondrocytes. De plus, ne
pouvant former des oligoméres, ces formes tronquées seraient incapables d’engendrer les
effets pro-inflammatoires et pro-cataboliques de la Gal-3 EC. Par ailleurs, des travaux
préliminaires non publiés, ont démontré l'innocuité d’'une de ces formes tronquées qui,
contrairement a la Gal-3 EC, n’induit pas de Iésions de type arthrosique chez I'animal sain
(Janelle-Montcalm et al., 2007). Ces résultats encourageants justifient I'intérét d’approfondir

I'étude des potentialités antirhumatismales des formes tronquées de la Gal-3.
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Figure 71. Modélisation du mécanisme d’action d’une forme tronquée de la Gal-3
administrée en intra-articulaire chez des patients atteints de PAR ou d’OA.

Dans une articulation arthrosique ou arthritique, les formes tronquées de Gal-3 seraient capables d’entrer en compétition avec
la Gal-3 en occupant ses sites de liaison au niveau des glycoprotéines membranaires (GPM) des fibroblastes et macrophages
synoviaux (FS, MS), ainsi que des chondrocytes. Incapables de se dimériser, elles ne pourraient engendrer les effets délétéres
de la Gal-3 EC dans l'articulation (inflammation et dégradation du cartilage).

(Adapté de Janelle-Montcalm et al., 2007; Nieminen et al., 2006)

Objectifs du travail

Le premier objectif du travail expérimental a été de concevoir et produire, par
technique d’ADN recombinant, de la Gal-3 ainsi qu’une de ses formes tronquées qui, par la
suite, sera désignée par I'acronyme « CRD », par souci de simplification. Les deux protéines
ont été exprimées dans des bactéries E. coli car elles ne subissent aucune modification post-
traductionnelles majeures, puis purifiées par chromatographie d’affinité pour le lactose,
compte tenu de leur nature lectinique.

Le deuxiéme objectif quant a lui, a été d’évaluer l'effet antirhumatismal potentiel du
CRD recombinant (CRDr), a travers des études de compétition vis-a-vis de la Gal-3
recombinante (Gal-3R). Pour cela, des chondrocytes de patients arthrosiques ont été
incubés avec les deux protéines recombinantes dans différentes conditions expérimentales,
puis I'expression génique de Ck pro-inflammatoires et de protéases matricielles a été
mesurée. Les méthodes, les résultats et la discussion de ces résultats sont présentés dans

la partie expérimentale de ce mémoire.
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PARTIE EXPERIMENTALE
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Chapitre 1

Gal-3R et CRDr tagués : conception,
production et évaluation de leur
activite biologique
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Section 1 - Matériels et méthodes

1. Production de la Gal-3R et du CRDr tagués

1.1. Clonage moléculaire

1.1.1. Isolement des fragments d’ADN
L’ADN codant la Gal-3 a été obtenu aprés extraction dARN de chondrocytes de
patients arthrosiques, puis rétrotranscription. Celui du CRD lui, a été « néo-synthétisé » par

PCR, en se servant de 'ADNc de la Gal-3 comme matrice (cf. paragraphe PCR).

Extraction des ARN chondrocytaires totaux

L’extraction des ARN a été réalisée par chromatographie d’affinité sur colonne de
silice, a l'aide du kit RNeasy Plus (Qiagen). Au début de la procédure, du thiocyanate de
guanidium (350 pl pour 5.10° cellules au maximum) est ajouté directement sur les tapis
cellulaires. Cet agent chaotropique permet de lyser les chondrocytes et, d’inhiber I'activité
des RNAses (enzymes de dégradation des ARN). L’ADN génomique libéré lors de la lyse
cellulaire est ensuite séparé des ARN totaux, par rétention sur une colonne en silice, aprés
une centrifugation (8000 g, 1 minute, 25°C). L’éluat récupéré contient les ARN totaux, mais
aussi des débris et protéines cellulaires. Une deuxiéme chromatographie sur colonne en
silice, mettant en jeu plusieurs lavages et élutions, permet d’isoler définitivement les ARN
totaux. Ces derniers sont élués par de I'eau distillée, puis dosés par spectrophotométrie UV

a 260 nm (Appareil Nanodrop®, Thermo Scientific).

Rétrotranscription
La composition du mélange réactionnel (20 pl) est la suivante :
- ARN totaux (seuls les ARNm seront reconnus par I'enzyme) : 500 ng
- ADN polymérase ARN dépendante : 2,5 yU/ml
(MMLV-RT : Moloney Murine Leukemia Virus RetroTranscriptas ; Invitrogen)
- dNTP-A, T, G, C- (Invitrogen) : 0,5 mM
- amorces de séquence aléatoire (Gibco) : 10 ng/pl
- tampon de la rétro-transcriptase First Strand 1X (Invitrogen) : 50 mM Tris-HCI, 75 mM
KCI, 3 mM MgCl, pH 8,3 a 25°C
- DTT (Invitrogen) : 10m M
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La réaction se déroule dans un « thermocycleur » (Mastercycler®, Eppendorf), selon
le programme : 37°C pendant 2 min, 25°C pendant 10 min, 37°C pendant 50 min et enfin,
70°C pendant 15 min. Les ADNc obtenus sont dilués au dixiéme, utilisés comme matrice

pour les PCR, puis, conservés a -20°C.

Amplification génique par PCR

L’ADN codant la Gal-3 a servi de matrice, d’'une part, pour sa propre amplification
(figure 72) et, d’autre part, pour la « néo-synthése » puis 'amplification de 'ADN codant le
CRD (figure 73).
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Figure 72. Principe de I'amplification du fragment d’ADN codant la Gal-3R.

Noir : nucléotides utiles a la stabilisation des enzymes de restriction lors de I'insertion de 'ADN dans un plasmide. Turquoise :
site de restriction BamHlI. Bleu : séquence de la Gal-3. Rouge : triplet d’arrét de la transcription. Vert : site de restriction EcoRI.
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Figure 73. Principe de I'amplification du fragment d’ADN codant le CRDr.

Noir : nucléotides utiles a la stabilisation des enzymes de restriction lors de l'insertion de '’ADN dans un plasmide. Turquoise :
site de restriction BamHI. Bleu : séquence du CRD. Rouge : triplet d’arrét de la transcription. Vert : site de restriction EcoRl.

Le milieu réactionnel de PCR (25 ul) est composé de quelques nanogrammes d’ADN
(Gal-3), de 0,5 pl d’'amorces a 20 uM (sens et antisens) et de 12,5 ul du mélange HotStarTaq
Master Mix (Qiagen), contenant de la Taq polymérase (0,5 U/ul), son tampon et des dNTP.
Les amorces utilisées (tableau XXII) ont été congues de fagon a rajouter un triplet d’arrét de
la transcription, ainsi que des sites de restriction pour faciliter l'insertion de 'ADN dans le
plasmide pTrcHis. L’amorce antisens, qui s’hybride en 3’, est identique pour la Gal-3 et le
CRD qui, au niveau protéique, sont identiques a l'extrémité C-terminale (codée par
l'extrémité 3° de 'ADN). En revanche, 'amorce sens, qui s’hybride en 5’, différe puisque

Gal-3 et CRD n’ont pas la méme extrémité N-terminale.

Séquence de I'amorce Fournisseur
Amorce sens 5'- TAGTTA GGATCCATGGCAGACAATTTTTCGCTCCA-3' | Alpha DNA (Canada)
A'“°(’:§Dse“s 5'- ATCAAT GGATCCGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATT - 3 Invitrogen
Amorce , . Keystone Labs
bitghad 5'- GCAGG [IYNRISAGATTCTTATATCATGGTATAT - 3 (Canada)

Tableau XXII. Séquences des amorces de clonage de la Gal-3 dans le vecteur pTrcHis.

Les nucléotides écrits en bleu s’hybrident spécifiquement avec la séquence ADN (Gal-3 ou CRD), celui en rouge, correspond
au ftriplet d’arrét de la transcription. Les séquences surlignées en bleu turquoise ou en sont les sites de restriction
spécifiques des enzymes BamHI ou [%ea1, respectivement. Enfin, les nucléotides écrits en noir, permettent la stabilisation des
amorces lors de leur hybridation a la matrice et, celle des enzymes de restriction, lors des digestions enzymatiques. Par
convention, les séquences sont écrites de I'extrémité 5’ ala 3'.
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Le programme de PCR utilisé débute par I'activation de la polymérase (94°C, 10
min), se poursuit par 30 cycles d’amplification (dénaturation de 'ADNc: 94°C, 20 sec;
hybridation des amorces : 60°C, 30 sec et, élongation des brins néo- synthétisés : 72°C, 1

min). |l se termine par une élongation finale a 72°C pendant 10 min.

1.1.2. Insertion du fragment d’ADN dans le plasmide pTrcHis

Le plasmide pTrcHis (Invitrogen) (figure 74) permet d’exprimer des PtR avec un tag
histidine en position N-teminale, en vue de faciliter leur purification par chromatographie
d’affinité pour le nickel.

Avant la ligation, les produits de PCR (Gal-3/CRD) et le plasmide pTrcHis, ont été
purifiés (kit PCR Purification, Qiagen) puis, digérés par le couple d’enzymes BamHI/EcoRlI
(New England Biolabs), a 37°C pendant 2 h. Le mélange réactionnel (10 ul) était composé de :
- produits de PCR purifiés ou plasmide pur : 500 ng a 1 ug
- enzymes BamHI et EcoRI : 2 U/ul chacune
- tampon NEB4 (New England Biolabs): CH;COOK 5 mM, Tris-acétate 2 mM,

Mg(CH;COO), 1 mM, DTT 0,1 mM, pH 7,9 a 25°C
- BSA: 10 pg/mi
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Figure 74. Cartographie du plasmide pTrcHis.

Sites de restriction BamHi ou [S201.

Manuel d'utilisation du vecteur pTrcHis, [en ligne].
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Apres la digestion enzymatique, le plasmide et l'insert (Gal-3 ou CRD, amplifiés par
PCR) ont été purifiés (kit Gel Extraction, Qiagen) puis, recombinés (figure 75) grace a
'enzyme T4 ligase a 40 pU/ul (New England Biolabs), dans du tampon NEB ligase (Tris-HCI
0,5 mM, MgCl, 0,1 mM, ATP 0,1 mM, DTT 0,1 mM, pH 7,5 a 25°C), a 16°C pendant 16h.

Les quantités respectives de plasmide ou d’insert, mises dans les 10 yl de milieu
réactionnel, ont été calculées de fagon a obtenir un ratio moléculaire optimal (1 : 40 dans nos
conditions). En effet, pour que la ligation soit optimale, il faut plus de molécules d’insert que
de plasmide et, dans une proportion suffisante, mais pas excessive.

Les vecteurs ainsi obtenus sont désignés pTrcHis Gal-3 et pTrcHis CRD.

v v
I = | |
I . Emaw ]
4 : 4
Digestion enzymatique
par BamHI et EcoRI

| <«

Recombinaison avec le plasmide pTrcHis
également digéré par BamHI/ et EcoR/

'

triplet d'initiation de la transcription site de restriction BamH/ I site de restriction EcoR/
séquence du tag 6-His I séquence de la Gal-3 ou du CRD I triplet d’arrét de la transcription

Figure 75. Principe de recombinaison des séquences de la Gal-3 ou du CRD avec le plasmide pTrcHis.

1.1.3. Transformation de bactéries compétentes

Cing microlitres de chaque milieu de ligation ont été ajoutés a 50 ul de bactéries
E.coli compétentes (souche K12 (NEB pB10), New England Biolabs), et le tout a été incubé
pendant 30 min dans de la glace pilée. Par la suite, les bactéries ont subi un choc thermique
(1 min a 42°C puis 2 min dans de la glace) avant d’étre cultivées dans 250 pl de milieu
nutritif SOC (tryptone 2%, extrait de levure 0.5%, NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM,
MgSO, 10 mM, glucose 20 mM), a 37°C et sous agitation (200 rpm : round per minute -

tours/min -) pendant 1 h.
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Enfin, les bactéries transformées ont été ensemencées sur une gélose sélective
(ampicilline 100 pg/ml) et incubées a 37°C pendant 16h. Un clone positif de chaque
construction plasmidique a été sélectionné et mis en culture dans 250 ml de milieu LB
sélectif (tryptone 1% (m/v), extrait de levure 0.5% (m/v), NaCl 10 g/L, ampicilline 100 pg/ml),
dans le but d’amplifier puis de purifier (kit MaxiPrep, Qiagen) les deux plasmides clonés. En
paralleéle, un aliquote de chaque clone positif a été conservé a -80°C et a également servi

pour I'expression des PtR.

1.1.4. Validation du clonage moléculaire

Les deux plasmides clonés ont été séquencés par la société Beckman Coulter
Genomics et les résultats ont été comparés, in silico, a la base de données Nucleotide
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, développé par le NCBI : National Center for
Biotechnology Information). Les séquences protéiques correspondantes ont ensuite été
déterminées, in silico, grace au logiciel ExPASy Translate Tool (SIB: Swiss Institute of
Bioinformatics). Pour chaque séquence nucléotidique, cet outil propose trois séquences
protéiques, en fonction du cadre de lecture. Naturellement, la bonne séquence est celle qui
commence par une méthionine et se termine par un « stop ». Enfin, cette séquence a été
comparée a la base de données Protein BLAST (NCBI), puis, nous avons utilisé le logiciel
ExPASy ProtParam Tool (SIB), pour calculer la masse molaire et le coefficient d’extinction

molaire de nos protéines recombinantes.

1.2. Expression de la Gal-3R et du CRDr tagués

Les bactéries E. coli transformées avec pTrcHis Gal-3 ou avec pTrcHis CRD, ont été
cultivées, en paralléle, dans 3 ml de milieu LB sélectif, pendant 6 a 8h puis, dans 150 ml de
ce méme milieu, pendant 16h, a 37°C et sous agitation (200 rpm) pour chacune de ces
étapes. Par la suite, 100 ml de ce bouillon de culture ont été répartis équitablement dans 4
erlenmeyers dans lesquels ont été rajoutés 475 ml de milieu LB sélectif. Ces erlenmeyers
ont ensuite été incubés a 37°C sous agitation (150 rpm) jusqu’a l'obtention d'une
absorbance, a 600 nm (Asoonm), €gale a 0,6 (en général au bout de 2 a 4h). A cette valeur
d’absorbance, de l'isopropyl B-D-galactopyranoside (IPTG 1 mM, Euromédex) a été rajouté
aux bouillons bactériens pour induire I'expression des protéines recombinantes. Enfin, les 2

L de culture ont été incubés a 37°C sous agitation (150 rpm), pendant 20 a 24h (figure 76).
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E. coli ABUUnm - 0;6
pTrcHis Gal-3 —
OU pTrcHis CRD
H 37°C, 200 rpm 37°C, 150 rpm 37°C, 150 rpm
_— —_—
J 6-8h ) 2-4h 20- 24h
ImlLB 150 mI LB

+ampicilline*  + ampicilline* 2L:4x 500 mILB 2L :4x 500 mILB

+ ampicilline* + ampicilline*
+IPTG1mM
Pré-culture (24h) Culture et induction (20-24h)
*ampicilline 100 pg/ml Extraction
Clarification
Purification

Figure 76. Etapes de la production bactérienne de Gal-3R et du CRDr tagués.

rpm : rounds per minute (tours/min). IPTG : I'isopropyl 3-D-galactopyranoside. Agoonm : @absorbance a 600 nm.

1.3. Clarification

Aprés 24h d’induction, les 2 L de bouillon bactérien ont été centrifugés (6000
tours/min, 4°C, 5 min) et les surnageant obtenus, éliminés. Les culots, quant a eux, ont été
dissous par 40 ml de tampon de lyse (Tris 20 mM, Na,EDTA 5,5 mM, DTT 1 mM, pH 7,5 a
25°C) puis, la suspension obtenue a été soumise a trois cycles de sonication (1 min) /
agitation (1 min) suivis de trois cycles de congélation (-80°C, 20 min) / décongélation (25°C).
Du chlorure de sodium (150 mM au final) a été rajouté a la suspension dont le volume a été
complété a 400 ml avec du tampon de lyse. Enfin, ces 400 ml de suspension bactérienne ont
été centrifugés (8000 rpm, 4°C, 45 min) et le surnageant, contenant les PtR, a été réservé

pour la purification par chromatographie d’affinité.

1.4. Purification de la Gal-3R et du CRDr tagués

1.4.1. Etapes de la purification
L’extrait brut contenant la PtR a été incubé avec une résine recouverte de lactose
(Sigma-Aldrich) préalablement équilibrée avec du « tampon d’équilibration » (tampon de lyse

+ NaCl 150 mM) : la PtR est retenue par affinité entre son domaine lectinique et le sucre.
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La résine a ensuite été rincée plusieurs fois avec du « tampon d’équilibration » puis,
avec du tampon PBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na,HPO, 12 mM, KH,PO, 1,76 mM, pH
7,4 a 25°C), avant d’éluer la PtR par 25 ml de tampon PBS + lactose (150 mM).

Par la suite, ce premier éluat a été alcalinisé (NaOH 0,5 M, pH 8), puis incubé avec
une résine recouverte par des ions nickel (Probond®, Invitrogen). Ces ions interagissent
avec le tag 6-histidine rajouté a I'extrémité N-terminale de la PtR, du fait de l'utilisation du
vecteur pTrcHis pour le clonage.

Aprés un ringage de la résine avec du tampon PBS pH 8, d’abord sans, puis avec 20
mM d’imidazole, la PtR a été éluée par 15 ml de tampon PBS pH8 250 mM d’imidazole.

Enfin, ce deuxiéme éluadt a été dialysé contre du tampon PBS, pour éliminer
l'imidazole, toxique pour les cellules ; le dialysat obtenu a été passé, en milieu stérile, sur
une colonne d’élimination d’endotoxines (ActiClean Etox®, Stérogen). L'ensemble des

principales étapes de cette purification est schématisé sur la figure 77.

400 ml d'extrait brut contenant
Gal3 ou CRD recombinant

Recueil de 100 ul d"échantillon g ]

(Surnageant avant colonne) ~ )

Passage sur colonne de lactose
agarose (LacAg)

Recueil de 100 pl d'échantillon
(Surnageant aprés colonne)

Rincage de la colonne LacAg

100 mi tampon d'équilibration

Recueil de 100 pl d’échantillon
(Ringage t-Eq) -

A

Ringage de la colonne LacAg
100 mi tampon PBS

Recueil de 100 pl d'échantillon
(Ringage 1-PBS) -

[

Elution
25 ml PBS lactose 150 mM

Recueil de 50 pl d'échantillon
(Elution t-PBS lactose 150)

-~

[ Incubation de I'éluit avec de la |
résine de nickel agarose
(Probond®)

Rincage de la colonne Probond®
S0Oml PBS pHE

Recueil de 100 pl d'echantillon «¢
(Ringage t-PBS pHB)

[ Ringage de la colonne Probond®
S0 ml PBS pHE imidazole 20 mM

Recueil de 100 ul d'échantillon

(Ringage t-PBS pHE imidazole 20) (- Elution 3

15 ml PBS pH& imidazole 250 mhA

Recueil de 20 ul d"échantillon
({Elution t-PBS pME8 imidazole 250)

Dialyse et
élimination des endotoxines

Figure 77. Principales étapes de la purification de la Gal-3R et du CRDr tagués.
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1.4.2. Controle de la purification

Identification des protéines recombinantes : coloration par le nitrate d’argent

Tout au long de la purification, des échantillons ont été prélevés. A la fin du
processus, ils ont été dilués au demi dans du tampon Laemmli 2X (SDS 4% (m/v), glycérol
20% (v/v), 2-mercapto-éthanol 10% (v/v), bleu de bromophénol 0,004% (m/v), Tris HCI
0,125 M, pH 6,8 a 25°C), puis chauffés a 95°C pendant 5 min. Ensuite, ils ont été déposés
sur des gels de polyacrylamide a 12 % dans lesquels ils ont migré sous une tension
électrique de 100 V, pendant 1h30.

A la fin de la migration, les gels ont été trempés dans une solution de fixation des
protéines (CH;OH 30% (v/v), CH;COOH 10% (v/v)), pendant 2 h, puis, successivement,
dans une solution de thiosulfate de sodium (0,02% (m/v)), pendant 1 min, et dans une
solution d’imprégnation argentique (AgNO3 0,1% (m/v), CH,O 0,075% (v/v)), pendant 1h30.

Enfin, les protéines ont été révélées en milieu réducteur et basique (K,CO3 3% (m/v),
Na,S,0; 0,00125% (m/v), CH,O (0,025% (m/v)) et, la réaction de révélation a été stoppée

par une solution d’acide acétique a 1% (v/v).

Quantification des protéines : méthode BCA (acide bicinchoninique)

La méthode BCA est un dosage colorimétrique permettant de déterminer la
concentration de protéines dans une solution (intervalle de quantification : 0,5 ug/ml a 1500
pg/ml). Elle est basée sur la formation d’'un complexe coloré entre le BCA et les ions
cuivreux Cu'’ issus de la réduction des ions cuivriques Cu®" par les protéines, en milieu
alcalin. Le complexe coloré, variant du vert au pourpre, posséde une absorption optique
maximale a 562 nm et, son intensité est proportionnelle a la concentration des protéines a
doser. L’absorbance de ces protéines est comparée a celle d'une gamme de protéine de
référence, en général la BSA.

Dans notre cas, un échantillon des PtR purifiées, dialysées et exemptées
d’endotoxines, a été mélangé a une solution de sulfate de cuivre (4 % (m/v)) et d’acide
bicinchoninique (20 pl pour 1 ml). Une gamme de BSA (0 a 200 ug/ml) a été réalisée en
paralléle et, traitée dans les mémes conditions que I'échantillon. Le tout a été incubé a 37°C
pendant 30 minutes puis, 'absorbance de la gamme de BSA et de I'échantillon a été lue a
562 nm. Enfin une droite d’étalonnage a été tracée grace a la gamme de BSA et, son

équation, de type y = a.x+b (A = ¢.l.c), a permis de calculer la concentration de la PtR.

Controle de I’absence d’endotoxines : méthode de Griess (dosage des nitrites)
Trois lots de chondrocytes humains arthrosiques ont été incubés séparément,

pendant 24h, avec I'une ou l'autre des PtR ou avec de I'lL-1, choisi comme contréle positif.
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En effet, cette cytokine induit, dans les chondrocytes, I'expression de la nitric oxide synthase
(iNOS), une enzyme permettant la production d’oxyde nitrique (Palmer et al., 1993).

Les surnageants de culture ont été recueillis pour y doser les ions nitrites issus de
l'oxydation de l'oxyde nitrique. Leur concentration est corrélée a celle de I'INOS présente
dans le milieu. Nous avons, pour ce dosage, employé la méthode de Griess, qui repose sur
la formation d'un sel de diazonium résultant de la réaction entre I'acide sulfanilique et des
ions nitrites. Ce sel réagit ensuite avec une amine aromatique pour former un composé rosé
dont I'absorbance a 550 nm est proportionnelle a la concentration des ions nitrites produits.
La limite de détection de cette méthode est 2 pM et, la gamme étalon de NaNO, que nous

avons utilisée va de 0 & 50 yM.

1.5. Conservation de la Gal-3R et du CRDr tagués
Une fois quantifiées, la galectine 3 et le CRD recombinants ont été lyophilisés puis

concentrés dix fois avant d’étre conservés a -80°C.

2. Etude du potentiel antirhumatismal du CRDr tagué

2.1. Culture primaire de chondrocytes humains arthrosiques

Des chondrocytes ont été isolés de plateaux tibiaux de 12 patients arthrosiques (8
femmes et 4 hommes, agés de 54 a 70 ans) ayant bénéficié d’'une arthroplastie totale du
genou. Pour ce faire, le cartilage a d’abord été pelé au scalpel et les fragments engendrés,
digérés par de la protéase de Streptomyces griseus (3,5 U/ml, Sigma-Aldrich), a 37°C
pendant 1 h, puis par de la collagénase de Clostridium hystolyticum (0,484 U/ml, Roche) a
37°C, de fagon séquentielle pendant 4 h puis 16 h. Les chondrocytes isolés ont ensuite été
cultivés en flacons de 75 cm?, dans du milieu complet [DMEM 4,5 g/L de glucose (Invitrogen)
+ 10% de SVF + 1% d'antibiotiques (pénicilline 100 U/ml et streptomycine 100 pg/ml;
Gibco)], a 37°C et sous une atmosphére humidifiée (21% O,, 5% CO,), pendant 10 a 14
jours. Enfin, ils ont été réensemencés dans des plaques de culture (12 ou 24 puits, 10°
cellules/cm?), cultivés en milieu complet pendant 24 h, puis en milieu de sevrage (0,5 % de
SVF) pendant 24h. Le lendemain de la période de sevrage, les chondrocytes ont été incubés
avec les PtR dans différentes conditions expérimentales (oxygénation, concentration des

PtR, durée d’incubation, etc.), en fonction des objectifs souhaités.
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2.2. Etude du réle de la Gal-3R et du CRDr tagués sur des chondrocytes

humains arthrosiques

2.2.1. Stratégie générale

Dans cette partie du travail, nous avons effectué trois séries d’expériences
différentes, en fonction des objectifs souhaités (figure 78). La premiére a consisté a vérifier
l'activité de la Gal-3 recombinante produite, sur les chondrocytes humains arthrosiques. La
deuxiéme a servi a caractériser les effets de cette Gal-3 recombinante, sur I'expression de
certains génes du métabolisme chondrocytaire. Enfin, la troisi€me expérience a eu pour but
de déterminer si le CRD recombinant produit était capable de contrecarrer les effets de la
Gal-3R sur I'expression de ces mémes génes. Celle-ci a été calculée par PCR quantitative
(cf. § 2.2.3.) aprés extraction des ARN totaux et rétrotranscription. Les protéines codées par
ces geénes, quant a elles, font actuellement I'objet d’'une quantification par des méthodes
biochimiques et immuno-enzymatiques. Ces expériences étant a peine entamées, elles ne

seront volontairement pas abordées dans ce mémoire.

Vérification de l'activité de la Gal-3R

Normoxie, 24h

Test de Gal-3R aux concentrations 20, 40, 200, 400 nM :
Etude de I'expression de MMP-3

h 4

Caractérisation des effets de la Gal3R sur des chondrocytes de

patients arthrosiques
Normoxie ou hypoxie, 24h ou 72h
Choix de la concentration 200 nM de Gal-3R Etude de I'expression de plusieurs génes du

meétabolisme chondrocytaire

Etude du potentiel role antagoniste du CRDr

. . Choix de la condition Normoxie 24h
Choix de la concentration 40 nM de Gal-3R

. Etude de certains génes parmi ceux
Test des concentrations 40, 120 et 400 nM de CRDr

etudiés préecédemment

Figure 78. Stratégie de I’étude des propriétés biologiques de la Gal-3R et du CRDr produits.
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2.2.2. Conditions d’incubation des chondrocytes humains arthrosiques avec la
Gal-3R ou le CRDr tagués

Objectif 1 : Vérification de I’activité biologique de la Gal-3R taguée

Les chondrocytes d’'un patient arthrosique ont été incubés dans des plaques de 12
puits (10° cellules/cm?), en normoxie (21% O,) pendant 24h, avec de la Gal-3 recombinante
a 20, 40, 200 ou 400 nM (0,5 - 1 - 5 - 10 yg/ml), dénaturée (100°C, 30 min), ou non (figure
79). Les concentrations de Gal-3R testées et la condition d’oxygénation du milieu de culture,
ont été choisies sur la base des travaux de Janelle-Montcalm et coll. (2007). La dénaturation
thermique de la Gal-3R permet, de fagon indirecte, de vérifier que le signal produit par la PtR
lui est propre et ne provient pas d’une contamination par des endotoxines. Chaque condition
a été traitée en duplicata et, 'expression de MMP-3, géne cible connu de la Gal-3 impliqué

dans la dégradation du cartilage (Jiang et al., 2013 ; Sun et al., 2014), a été évaluée.

/ PBS Gal-3,20 nM \
Gal-3,40 nM Gal-3 chauffée, 40 nM

. . . . — > Normoxie ———» 24h

Gal-3, 200 nM Gal-3,400 nM

9000

PBS (tampon phosphate) : contréle négatif

Figure 79. Exemple de plan de plaque de culture de chondrocytes humains
arthrosiques en vue de I’évaluation de I'activité biologique de la Gal-3R.

Objectif 2 : Caractérisation des effets biologiques de la Gal-3R taguée

La plupart des travaux publiés visant a caractériser les effets de la Gal-3 sur
'expression de ses génes cibles ont été menés en condition de normoxie pendant 24h. Nous
avons, par conséquent, reproduit cette condition pour étudier les effets de notre Gal-3.

Par ailleurs, le cartilage étant physiologiquement en hypoxie (Schipani, 2006 ;
Schipani et al., 2001), nous avons voulu vérifier si I'effet de la Gal-3 EC était comparable

dans cette condition. En outre, nous avons voulu déterminer si ces effets étaient durables.

150



Ainsi, nous avons incubé des chondrocytes (10° cellules/cm? en plaques de 12 puits)
provenant de 7 patients arthrosiques, en présence ou non de Gal-3R a 200 nM (5 ug/ml), en
normoxie (21% O;) ou en hypoxie (2% O,), pendant 24 ou 72h (figure 80). Chaque condition
a été traitée en duplicata et, par la suite, 'expression de certains génes pro-inflammatoires
(IL-1, IL-6), cataboliques (MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4, ADAMTS-5) ou anaboliques (Col-2,
ACAN : agrécane) pour le cartilage, a été analysée.

/ PBS Gal-3,200nM \
24h
Normoxie <

72h

QOO0 [< ™

Hypoxie

OOOO)

PBS (tampon phosphate): contréle négatif

Figure 80. Exemple de plan de plaque de culture de chondrocytes humains arthrosiques en
vue de la caractérisation des effets de la Gal-3R sur leur métabolisme.

Objectif 3 : Evaluation des effets biologiques du CRDr tagué

Pour cette expérience, les chondrocytes articulaires provenant de 4 patients
arthrosiques ont été incubés en normoxie (21% O.), pendant 24h avec de la Gal-3R seule,
du CRDr seul ou, avec I'association des deux PtR (figure 81). La concentration de Gal-3R
choisie (40 nM) est suffisante pour produire un effet significatif, sans étre maximale, et donc,
adaptée pour mettre en évidence un effet inhibiteur. Le CRDr, quant a lui, a été utilisé a 40,
120 ou 400 nM, des concentrations représentant 1, 3 ou 10 équivalents molaires de la Gal-
3R. Chaque condition a été traitée en duplicata et 'expression de certains génes parmi ceux
étudiés précédemment (IL-1, IL-6, MMP-3, Col-2, ACAN), a été évaluée.
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Figure 81. Exemple de plan de plaque de culture de chondrocytes humains arthrosiques en vue
de I’étude des effets biologiques du CRDr sur leur métabolisme.

2.2.3. Recueil et analyse des échantillons issus de la culture cellulaire

Les surnageants de culture (800 pl) recueillis ont permis d’'une part, de doser les
nitrites (méthode de Griess), pour vérifier 'absence de contamination des PtR par des
endotoxines et, d’autre part, de doser des MMP, interleukines et protéoglycanes produits par
les chondrocytes en réponse aux stimulations par la Gal-3 (expériences en cours, non
présentées dans ce mémoire).

Les tapis cellulaires, quant a eux, ont servi a analyser I'expression des génes du
métabolisme chondrocytaire, cibles de la Gal-3. Nous avons d’abord extrait les ARN totaux
de ces chondrocytes et effectué une rétrotranscription, comme expliqué précédemment
(§1.1.1.), puis nous avons procédé a des PCR quantitative (PCRq) en temps réel, en utilisant

les amorces répertoriées dans le tableau XXIII.

152



Amorces Séquences Fournisseur

IL-1 sens : TCG TTATCC CAT GTG TCG AA
(Interleukine 1) antisens : GGA CAA GCT GAG GAA GAT GC
IL-6 sens : GGC TGA AAAGA TGG ATG CT
(Interleukine 6) antisens : GCT CTG GCT TGT TCC TCA CT
MMP-3 sens : GCA GTT TGC TCA GCC TAT CC
(Métalloprotéase
matricielle 3) antisens : GAG TGT CGG AGT CCAGCT TC
MMP-13 sens : TGG TGG TGA TGAAGA TGA TTT G

(Métalloprotéase -
matricielle 13) antisens : TCC AAG CCG AAG AAA GAC TGC

ADAMTS-4 sens : ATC CAC ATG AGC CAT CAC AG Eurogentec
(Agrécanase 1) antisens : TCC AGT CAG CCT TCA CTG C
ADAMTS-5 sens : TGC ATA TTT GGG AAC CCATT
(Agrécanase 2) antisens : GCT ACT GCA CAG GGA AGA GG
Col-2 sens : AGG GCC AGG ATG TCC GGC AA
(Collagéne 2) antisens : TCT GCC ACG AGG TCC AGG GG
ACAN sens : TCG AGG ACA GCG AGG CC
(Agrécane) antisens : TCG AGG GTG TAG CGT GAG A
RP29 sens : GGG TCA CCA GCA GCT GTACT

(géne de « ménage ») | gntisens : CCG ATA TCC TTC GCG TAC TG

Tableau XXIIl. Séquences des amorces utilisées pour I'amplification des génes
potentiellement ciblés par la Gal-3.

Amplification des génes étudiés (PCRq)

Le principe de la PCRq repose sur la détection «en temps réel» d’'un signal de
fluorescence grace a un agent intercalant (SYBR® Green), dont lintensité est
proportionnelle a la quantité des produits PCR générés au cours de I'amplification.

Dans nos conditions, effectuées en duplicata, le mélange réactionnel de PCRq (20 pl)
contient une solution commerciale de Taq polymérase, de dNTP et de SYBR® Green (iTaq
Universal SYBR® Green Supermix, BioRad), les ADNc issus de la rétrotranscription des
ARN chondrocytaires (500 ng), et les amorces sens et antisens (1 yM chacune). Le mélange
est mis dans un thermocycleur (StepOne®, Applied Biosystems), et le programme de PCR
débute par la dénaturation de I'ADNc (95°C, 15 sec) et, se poursuit par 40 cycles
d’hybridation des amorces suivie de I'élongation des brins néo-synthétisés (60°C, 60 sec,
pour les deux étapes).

A chaque fin de cycle, le SYBR® Green s’intercale dans 'ADN double brin néoformé,
ce qui géneére un signal de fluorescence proportionnel a la quantité de cet ADN. Ce signal
augmente a chaque cycle et, lorsqu’il dépasse le seuil de détection programmé, un numéro

de cycle de PCR est établi et s’affiche sur le thermocycleur : c’est le Ct (Cycle threshold).
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La valeur du Ct est déterminée pour le géne cible étudié, mais aussi pour le géne de
référence choisi (dont I'expression reste stable quelques soient les conditions : RP29 dans
notre cas). Elle est d’autant plus faible que le géne est détecté tot, et donc, fortement
exprimé et, elle permet de quantifier TADN grace a la méthode dite des « delta-delta-Ct :
AACt » (Livak and Schmittgen, 2001). Pour chaque échantillon, les valeurs de ACt (Ct (géne
cible) - Ct (RP29)) et de AACt (ACt (échantillon) - ACt (contrble)), sont calculées. Le AACt de
chaque échantillon permet de calculer, grace a la formule 2%, un facteur (fold) reflétant la
quantité relative d’ADN présente au départ dans cet échantillon, par rapport a la quantité

présente dans I'échantillon contréle (« PBS », dans notre cas).

Analyse statistique de I’expression des génes étudiés

De la culture cellulaire jusqu’a la PCRq, les échantillons provenant de chaque patient
(chondrocytes, ARN, ADNc) ont été traités de facon indépendante. Les résultats de PCRq
sont exprimés sous la forme d’'une moyenne (+ écart-type) des folds calculés pour chaque
patient (n). Pour l'analyse statistique, nous avons utilisé le test de Student (logiciel

GraphPad®) et considéré les valeurs comme significatives lorsque p < 0,05.
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Section 2 - Résultats expérimentaux

1. Production de la Gal-3R et du CRDr tagués

1.1. Validation du clonage moléculaire

Les résultats du séquencage des vecteurs pTrcHis Gal-3 et pTrcHis CRD, transmis
par la société Beckman Coulter Genomics, sont présentés sur la figure 82. La comparaison
in silico de ces séquences a la base de données Nucléotide BLAST, montre une identité
parfaite entre la séquence soumise (Query : Gal-3 ou CRD) et celle du transcrit de la Gal-3
humaine enregistrée dans la base de données (Shjct: Homo sapiens lectin, galactoside-
binding, soluble, 3) (figures 83 et 84). Par conséquent, il 'y a ni mutations, ni délétions

dans la séquence nucléotidique de la Gal-3R taguée, ni dans celle du CRDr tagué.

pTrcHis Gal-3

ACCATGGGGGGTTCT N GGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATG
ACGATAAGGATCGATGGGGATCCATGGCAGACAATTTTTCGCTCCATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAAGGATG
GCCTGGCGCATGGGGGAACCAGCCTGCTGGGGCAGGGGGCTACCCAGGGGCTTCCTATCCTGGGGCCTACCCCGGGCAGGCACCCCCA
GGGGCTTATCCTGGACAGGCACCTCCAGGCGCCTACCCTGGAGCACCTGGAGCTTATCCCGGAGCACCTGCACCTGGAGTCTACCCAG
GGCCACCCAGCGGCCCTGGGGCCTACCCATCTTCTGGACAGCCAAGTGCCACCGGAGCCTACCCTGCCACTGGCCCCTATGGCGCCCC

TGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTGCCTCGCATGCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAAG
CCCAATGCAAACAGAATTGCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCACTTTAACCCACGCTTCAATGAGAACAACAGGA
GAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAGTCGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATT
CAAAATACAAGTACTGGTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTAAAAAA
CTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTGCTTCATATACCATGATA TCTERVNNN®GAAGCTT
GGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGC

pTrcHis CRD

ACCATGGGGGGTTCTENR GGTATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCTGTACGACGATG
ACGATAAGGATCGATGGGGATCCGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTGFCTCG
CATGCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATTGCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCAC

TTTAACCCACGCTTCAATGAGAACAACAGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAGT|
CGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTGGTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCA
CTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTAAAAAACTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTGCTTCA
TATACCATGATA TCTERYNRNOCAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGC

SR (site de restriction) Ncol (CCATGG) Site d'initiation de la transcription (ATG) Séquence du tag 6-His

SR BamHI (GGATCC) SR Ncol (CCATGG) Séquence de la Gal-3 ou du CRD
BN EeeENEEnsenpien (TAA) FR¥E29a (GAATTC) Nucléotides provenant du plasmide pTrcHis

Figure 82. Résultats du séquengage des vecteurs pTrcHis Gal-3 et pTrcHis CRD.

La société Beckman Coulter Genomics nous a transmis les résultats du séquengage des plasmides pTrcHis Gal-3 et pTrcHis
CRD, sous forme de séquences nucléotidiques « brutes ». Pour une meilleure compréhension, les éléments clés de ces
séquences ont été identifiés par un code couleur.
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Gal-3

Homo sapiens lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (LGALS3), transcript variant 1, mRNA

Référence n° NM002306.3 Longueur : 1017 nucléotides Identité : 100 % (759/759)

Query 110 TGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAA NN
N

Sbjct 89 ATGGCAGACAATTTTTCGCTCCATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAA 148

Query 170 A CTGCT A CTACCCAGGGGCTTC 229
I

Sbjct 149 GGATGGCCTGGCGCATGGGGGAACCAGCCTGCTGGGGCAGGGGGCTACCCAGGGGCTTCC 208

Query 230 AC CACCTCC 289
I

Sbjct 209 TATCCTGGGGCCTACCCCGGGCAGGCACCCCCAGGGGCTTATCCTGGACAGGCACCTCCA 268

Query
Sbijct
Query

Sbijct

Query (¢} 5C
FEEErrrrrrrrrrer e e e b ey
C

I
Sbjct 389 TAC TATGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTG 448

Query 470 © 529
FETETEEEErrr il FETETEEEEEE ey

Sbjct 449 CCTTTGCCTGGGGGAGTGGT GCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAA 508

Query 530 589

FEEEEEEEErr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 509 AATGCAAACAGAATTGCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCACTTTAAC 568

Query 590

AG!
FEEETEEEEEr e e e e e
CAGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAAC 628

ACG
(RN
Sbjct 569 CCACGC

Query 650 709
[AERERRENEN FEEEEET
Sbjct 629 TGGGGAAGGGA AAACCATTCAAAA 688
Query 710 TG GTGAR 769
FEEEEErrrrrrrrrd
Sbjct 689 CAAGTACTGGTTGAA! TGCTCACTTGTTGCAG 748
Query 770 jyN® CATCGGGTT CAAACTGGGAATTTCTGGTGACATA 829
Frerrrrrrrrrrrrrr e rrr e et e e e e e
Sbjct 749 TACAATCATCGGGTTAAAAAACTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATA 808
Query 830 ATACCATGA' TCTGAA 868
FEEEEEEEEr e e rrrl
Sbjct 809 TGCTTCATATACCATGATATAATCTGAA 847

Début de la séquence de la Gal-3 Séquence de la Gal-3 Début de la séquence commune avec le CRD|
Site de terminaison de la transcription

Figure 83. Comparaison de la séquence nucléotidique de la Gal-3 obtenue, avec la base de
données Nucleotide BLAST.

La base de données Nucleotide BLAST permet de calculer le degré d’identité d’'une séquence nucléotidique donnée (Query),
avec des séquences connues et répertoriées (Sbjct). Elle ne prend pas en compte les nucléotides provenant du plasmide, et
situés en 5’ de 'ATG ou en 3’ du STOP. C’est pour cette raison que le site d’initiation de la transcription, les sites de restriction,
la séquence du tag 6-His et les nucléotides provenant du plasmide pTrcHis, ne sont pas représentés dans ces résultats. Les
nombres encadrant les séquences « Query » et « Sbjct » représentent la position des nucléotides sur ces mémes séquences.
La séquence nucléotidique de la Gal-3 clonée posséde une identité parfaite (759 nucléotides/759) avec celle du transcrit de la
Gal-3 humaine enregistrée dans la base de données.
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CRD

Homo sapiens lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (LGALS3), transcript variant 1, mRNA

Référence n° NM002306.3 Longueur : 1017 nucléotides Identité : 100 % (438/438)

Query 112 CGC T “TTTGCCTGGGGGAGTG 171
I

Sbjct 410 GGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTG 469

(OIS VAN V2R C C TCGCATGCTGATAACAATTCT CACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATTGC 231
I

Sbjct 470 CCTCGCATGCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATTGCTTTA 529

Query 232 CACGCTTCAATGAGAACAA 291
FELEEEE DL EE DT T DT e

Sbjct 530 GATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCACTTTAACCCACGCTTCAATGAGAACAAC 589

[N ISha\ANACI I " G GAGAGTCATTGTTTGCAATACARAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAGHENCENS
Frerrrrrrrrr e et r e e e e e
Sbjct 590 AGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAG 649

Query 352 jjeeleigygifeiele
[AERRRRENN
Sbjct 650 TCGGTTTTCCC

TTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTGGTTGAACCTGACESNN
FEEETEEEErr e e e e e e e e e e et
TTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTGGTTGAACCTGAC 709

A
I
A

Query 412 (o

CTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTAAAAAA NS
FErrrrrrrrrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
CTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTARARAA 769

A
I
Al

[
Sbjct 710 C

OIVICE o\ VO N I C T CAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTGCTTCATATINECIHE
PErrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 770 CTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTGCTTCATAT 829

Query 532 [NS[@LNYErNPN TCTGAA 549

FEETEEEEEr el
Sbjct 830 ACCATGATATAATCTGAA 847

Séquence du CRDJEDéDuUt de la séquence commune avec la Gal-Jl= - o1 =l s o]

Figure 84. Comparaison de la séquence nucléotidique du CRD obtenue, avec la base de données
Nucleotide BLAST.

La séquence nucléotidique du CRD cloné possede une identité parfaite (438 nucléotides/438) avec une partie de celle du

transcrit de la Gal-3 humaine enregistré dans la base de données Nucleotide BLAST. En effet, le CRD étant une forme

tronquée de la Gal-3, a son extrémité N-terminale, I'alignement des séquences n’a été effectué qu’a partir du nucléotide n°410,
marquant le début de la séquence du CRD. Pour les autres informations, se référer a la légende de la figure précédente.

Le ségquencage ayant ainsi été validé, chacune des séquences nucléotidiques
compléetes (incluant celles du plasmide) a ensuite été traduite, in silico, grace au logiciel
ExPASYy Translate Tool, en 3 séquences protéiques correspondant aux 3 cadres de lecture
possibles (figure 85). Pour chaque échantillon, la bonne séquence protéique est celle qui
commence par une méthionine, se termine par un « stop » et, posséde le bon nombre
d’acides aminés, ainsi que le tag 6-His a I'extrémité N-terminale. Cette séquence a ensuite
été comparée a la base de données Protein BLAST ; I'analyse révele une identité parfaite
entre la séquence protéique de chaque échantillon (Query), et celle de la base de données
(Sbjct) (figure 86). Les séquences clonées dans le plasmide pTrcHis correspondent donc
bien a la Gal-3 humaine et a sa forme tronquée. Une derniére analyse des séquences
protéiques, grace au le logiciel ExPASy ProtParam Tool, a permis de calculer que la masse

molaire de notre Gal-3R est égale a 30 kDa, et que celle de notre CRDr vaut 20 kDa.
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1°" cadre de lecture
T Met ¢ ¢ s EIEEE

I QVLVEPDHTEFEKVA

PWGVLIIIIIMEVWLABBELVDSKWVGICTTMETIRIDGDPWOQTIEFRS ME
M€ RYLGLETQTLKDGLAHGGTSLLGQGATQGLPILGPTPGRHPOQGLTILDR
HLQAPTLEHLELIPEHLHLESTQGHPAALGPTHLLDSQVPPEPTLPLAP
MeterApLrLcHE@E L CcLITCLCLGEWCLAC G EESE or wAREHE sp et or EL L EESE
ISKEGMetMetLPSTLTHASMetRTTGESLFAIQSWIITGEGKKDSRFSHLKV
NHSKYKYWLNLTTSRLOEBEEME MEIL TCCSTIIGLEKNSMEKSANWETFLUVT
-TSPVLHIP-YNLNSKLGCFGG-EKIFSLIQIKSER

3°cadre de lecture
HGGFSSSSSsWYGCEBEP HEHDWWTANGSGSVRREHERBEEcs Mt GIHGRQFFATP

BSOS c vIwvWKPKPSRMEAWRMEGEPACWGRGLPRGFLSWGLPRAGTPRGLS
WTGTSRRLPWSTWSLSRSTCTWSLPRATQRPWGLPIFWTAKCHRSLPCHW
PLWRPCWATDCALRBEEPAFAWGSGASHADNNSGHGEAQCKOQNCEFRETPEKRE
BESE ccrrp i BB rrr o rooEsHCLOYRKAG BB BE rckGRrRETVGFE P I BEBEK
WETIONTSTGCGEHESE "B rroccecseEf@BcsivavosscoBBrxroB@ENooTGNE

WEEBE ERPHQCFIYHDI IEBMEIRSLAVLADERRFSABBE YRLNQN

CRD

1°" cadre de lecture

TMet GG SEIENEEEEEEENG v 2 s M TG GcooMGRDLYDDDDERKDRUWG S NEENEEIEINRNERE
LPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPREFNENNRR
VI VCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHTLL
YNHRVKKLNEISKLGISGDIDLTSASYTM I RN A i

2° cadre de lecture
WGVLIIIIIMEVWLABBELVDSKWVGICTTMETIRIDGDPAPLLGEHBEE-:L

QF WARREBHSE spPMet QTE L LEBEBE I SKEGMet Met L P
SWIITGEGKKDSRFSHLEKVGNHSKYKYWLN
IIGLEK
F

LITCLCLGETWCLA2ac 5 58

TLTHASMEERTTGES
TTSRL O BEBE Met Met L

BE8B v nLNsKLGCFGG B

3°cadre de lecture
GGFSSsSSsssWYGCHBEEDWWTANGSGSVRREESE REEE csMEGIRRPCWATDC

LB PAFAWGSGASHADNNSGHGEAQCKQNCFRFPKREEBEE ccLPr LEEEPrT
OB o oESHCLOYRAGCEHEE BEE 1 ckc Rk TVGFPIBBEKWETIONTS ST G SR
BEE rroccseEf@Bcsivavossco BT oBMBryooTe NF W BB ERPHQCFEIY

DI IEBEE IrRSLAVLADERRFSABEE YRLNQN

EH Q™

NSMtKSANWEFLVTEEETSPVLHTIEP
SLIQIKSER

jas]

=B R e =]

Méthionine d’initiation Tag 6-His Séquence provenant des nucléotides du plasmide pTrcHis

Début de la séquence de la Gal-3 Gal-3 ou CRD Début de la séquence commune avec le CRD

Figure 85. Traduction des séquences nucléotidiques de la Gal-3 et du CRD obtenues.

Le logiciel ExPASy Translate Tool permet de traduire des séquences nucléotidiques en séquences protéiques. En fonction du
cadre de lecture, ce logiciel propose 3 séquences protéiques. Naturellement, une seule correspond a la protéine fonctionnelle :
celle qui commence par une méthionine, se termine par un « stop », comporte le nombre d’acides aminés attendus et, posséde
le tag 6-His a I'extrémité N-terminale. Pour la Gal-3R comme pour le CRDr, la bonne séquence correspond a celle du premier
cadre de lecture.
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Gal-3

Galectin-3 isoform 1 [Homo sapiens]

Référence n°NP002297.2 Longueur : 250 acides aminés Identité : 100 % (250/250)
Query 40 NPNP AYP 99
I
Sbjct 1 MADNFSLHDALSGSGNPNPQGWPGAWGNQPAGAGGYPGASYPGAYPGQAPPGAYPGQAPP 60
Query 100 PGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSAT 159
I
Sbjct 61 GAYPGAPGAYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSATGAYPATGPYGAPAGPLIVPYNL 120

NI P . PGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHENPRFNENNRRV IVCNTKLDNN R
FEEEEEEr et et r e e e e e e e e e
Sbjct 121 PLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENNRRVIVCNTKLDNN 180

Query

(O1VISh ANV AOIIN | GREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKKLNE I SKLGISGD T k]
FEEEEEEr et et
Sbjct 181 WGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKKLNEISKLGISGDI 240

Query 280 |[BISENSHERUN] 239
ERRREERN
Sbjct 241 DLTSASYTMI 250

CRD

Galectin-3 isoform 1 [Homo sapiens]

Référence n°NP002297.2 Longueur : 250 acides aminés Identité : 100 % (143/143)
Query 40 GAPAGPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENNEEECE]
FEErrrrrrrrr et e
Sbjct 108 GAPAGPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENN 167

(OSISh AN VIOIIN R RV I VCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKKEESEGE]

Sbjct 168 RRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKK 227

Query 160 |B\SEES)ONCHNSICIDARRININSINSHGNVEY 182
FEEEEEEErEr el
Sbjct 228 LNEISKLGISGDIDLTSASYTMI 250

Début de la séquence de la Gal-3 SEle[iE N CAERCE IR NI VeI RD]

Début de la séquence commune entre la Gal-3 et le CRD

Figure 86. Comparaison de la séquence protéique de la Gal-3 ou du CRD obtenue, avec la base
de données Protein BLAST.

La base de données Protein BLAST permet de calculer le degré d’identité d’'une séquence protéique donnée (Query), avec des
séquences connues et répertoriées (Sbjct). Elle ne prend pas en compte les acides aminés codés par les nucléotides provenant
du plasmide, et situés en N-ter de la méthionine d’initiation, ou en C-ter du dernier acide aminé de la séquence. Les nombres
encadrant les séquences « Query » et « Sbjct » représentent la position des acides aminés sur ces mémes séquences. La
séquence protéique de la Gal-3 clonée possede une identité parfaite (250 acides aminés/250) avec celle de la Gal-3 humaine
enregistrée dans la base de données. La séquence protéique du CRD cloné posséde une identité parfaite (143 acides
aminés/143) avec une partie de celle de la Gal-3 humaine enregistré dans la base de données. Le CRD étant une forme
tronquée de la Gal-3, a son extrémité N-terminale, I'alignement des séquences n’a été effectué qu'a partir de I'acide aminé
n°108, marquant le début de la séquence du CRD.

L’étape de clonage étant validée, nous avons ensuite utilisé les vecteurs pTrcHis Gal-
3 et pTrcHis CRD pour exprimer la Gal-3R et le CRDr tagués, dans des bactéries E. coli

(souche K12, NEBB10).
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1.2. Expression et purification de la Gal-3R et du CRDr tagués

En raison de leur nature lectinique et de la présence d'un tag 6-His dans leur
séquence, la Gal-3R et le CRDr ont été purifiés par deux chromatographies d’affinité, une
pour le lactose puis une pour le nickel.

La figure 87 présente la coloration, par le nitrate d’argent, des Pt contenues dans les
divers échantillons prélevés tout au long des étapes de purification.

L’échantillon A (extrait bactérien clarifie, avant son passage sur la colonne de
lactose) contient les protéines bactériennes et la PtR. L’échantillon B (extrait bactérien
clarifié, aprés son passage sur la colonne de lactose) ne contient plus que les Pt
bactériennes puisque la PtR est restée fixée au lactose.

Les échantillons C et D proviennent des ringages de la colonne et contiennent une
faible quantité de CRDr. Ce phénoméne de perte n’a pas été observé pour la Gal-3R.

L’échantillon E correspond au premier éluat et contient uniquement la PtR (poids
moléculaires attendus : 30 kDa pour la Gal-3R ; 20 kDa pour le CRD). Cet éluat a été incubé
avec la résine Probond® dont le nickel a retenu la PtR via son tag 6-His. La colonne de
nickel a été rincée par du tampon PBS pH8 (F) puis, les PtR ont été éluées par du tampon
du PBS pH8 + imidazole 250 mM (G).

Au terme de ces deux chromatographies d’affinité, il est certain qu’il s’agit bien des
deux lectines taguées « 6-His» qui ont été purifiées. Pour confirmer cela, une analyse a été
réalisée au sein de la plateforme de spectrométrie de masse de la fédération de recherche
FR 3209 et, le rapport de cette analyse conclut a l'identification de la Gal-3. Le résultat de
cette analyse a été extrapolé au CRDr, car il n’était pas possible de lidentifier dans les

conditions expérimentales de cette analyse.

Gal 3 (30 kDa) CRD (20 kDa)
100- ’ FG
150- 75- :
o |
50- 37- 1
i 25- 4
25- -

15-
15-

Figure 87. Contrdle de I'efficacité de la purification de Gal-3R ou de CRDr tagués.

Les gels ont été colorés par du nitrate d’argent. A : extrait bactérien clarifié, avant passage sur la colonne de lactose. B : extrait
bactérien clarifié, aprés passage sur la colonne de lactose. C : rincage de la colonne de lactose par du « tampon
d’équilibration ». D : ringage de la résine de lactose par du tampon PBS. E : PtR éluée par du tampon PBS + lactose (150 mM).
F : rincage de la colonne de nickel par du tampon PBS pH8. G : PtR éluée par du tampon PBS pH8 + imidazole (250 mM).
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1.3. Quantification de la Gal-3 et du CRDr tagués
Au terme de la purification, nous avons obtenu 975 pg de CRDr et 394,5 pg de Gal-
3R (figure 88) et ce, pour 2 L de culture de départ.

e
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Quantité de BSA (ug) Quantité de BSA (ug)
I b y—b it oté ¢ hCRD*AbSéCH CRDJG.OISSi 0.13270,01557390 »
A=¢le o y=ax+ done x = a 501 é éc i T0Z99 = 059 =390 ug
c° ech CRD ZQMLQ LA, 65 pg/mi Qté totale CRD = C° éch CRD ug/ml x Vol 2e élution CRD ml = 65 x 15 = 975 ug[l

PourGal-3: y =0,0347x + 0,0002 Qté éch=1,58 pug C°éch =26,3 pg/ml Abs=0,055 | Qté totale=394,5 pg |

Figure 88. Quantification de la Gal-3R et du CRDr tagués.

1.4. Contréle de I'absence d’endotoxines

L’absorbance des échantillons de PtR est similaire a celle du contréle négatif (PBS)
et inférieure a celle du contrdle positif (IL-1). Grace a I'’équation de la droite d’étalonnage de
nitrites, nous avons calculé les concentrations correspondantes. |l ressort que, pour le
contrble négatif et les PtR, la concentration de nitrites est inférieure au seuil de détection de

la méthode (2 uM). Par conséquent, les PtR purifiées sont considérées comme exemptées

d’endotoxines.

PBS Gal-3 CRD CRD CRD IL-1
40 nM 40 nM | 120 nM | 400 nM | 100 pg/ml

Lot de chondrocytes arthrosiques N°1 <1uM <1TuM |<1uM |<1uM <1uM 11,89 uM
Lot de chondrocytes arthrosiques N°2 <05uM |<05uM|<2uM <0,5uM | <0,5uM | 4,69 uM
Lot de chondrocytes arthrosiques N°3 <05uyM |<05puyM|<05pM|<0,5uM [<0,5uM| 9,03 uM

Tableau XXIV. Dosage des nitrites dans les surnageants de culture de chondrocytes humains
arthrosiques stimulés par de la Gal-3R ou du CRDr tagusés.

Les concentrations des PtR utilisées correspondent a celles qui ont été utilisées ensuite sur les cellules pour les tests d’activité
et les expériences de compétition CRDr vs Gal-3R.
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2. Résultats préliminaires de I’étude du potentiel antirhumatismal du CRDr

tagué

2.1. Vérification de I'activité biologique de la Gal-3R taguée

Nous avons étudié I'expression du géne MMP-3, un marqueur connu du catabolisme
chondrocytaire. Dans nos conditions expérimentales, la Gal-3R induit I'expression de MMP-3
dans les chondrocytes arthrosiques, de fagon dose dépendante et avec une concentration
minimale active de 20 nM (0,5 ug/ml) (figure 89). En effet, a cette concentration, les
chondrocytes stimulés expriment le géne MMP-3 environ quatre fois plus que les cellules
contréles (PBS). Lorsque la concentration de Gal-3R est doublée ou multipliée par 10, le
niveau d’expression de MMP-3 est multiplié par environ 1,5 ou 4, respectivement.

Lorsqu’elle est dénaturée thermiquement (A), la Gal-3 recombinante n’a plus aucun
effet sur I'expression de MMP-3 par les chondrocytes traités. Ce résultat permet d’affirmer
que la surexpression dose-dépendante de MMP-3 précédemment décrite, est attribuable a la
seule Gal-3R et que celle-ci n’est pas contaminée par des endotoxines, ce qui conforte les

résultats du dosage des nitrites.
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Figure 89. Vérification de I'activité biologique de la Gal-3R taguée, sur I’expression génique de
la MMP-3 dans des chondrocytes humains arthrosiques.

2.2. Caractérisation des effets biologiques de la Gal-3R taguée
En nous basant sur les résultats de (Janelle-Montcalm et al., 2007) nous avons
retenu la concentration de 200 nM (5 pg/ml) pour les expériences de caractérisation des

effets de la Gal-3R sur I'expression de certains génes du métabolisme chondrocytaire.
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2.2.1. Génes de I'inflammation

Aprés 24h de stimulation par la Gal-3 recombinante, en normoxie, I'expression de
l'IL-1 dans les chondrocytes humains arthrosiques est multipliée par quinze, de fagon
significative, par rapport a I'expression dans les cellules contréles (figure 90). L’expression
de I'lL-1 n’a pu étre étudiée a 72h, ni en hypoxie, en raison de la forte mortalité cellulaire

observée dans ces conditions expérimentales.
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Figure 90. Effet de la Gal-3R taguée, sur I’expression génique
de I'lL-1 dans des chondrocytes humains arthrosiques.

PBS : controle. Normoxie : 21% O,. n = 3.

En normoxie et en hypoxie, les chondrocytes arthrosiques stimulés par de la Gal-3R
pendant 24h, expriment deux fois plus d’IL-6, que les cellules contréles. Aucune différence

d’expression n’a été observée a 72h entre les cellules stimulées et les controles (figure 91).
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Figure 91. Effet de la Gal-3R taguée, sur I’expression génique de I'lL-6 dans des chondrocytes
arthrosiques.

PBS : controle. Normoxie / Hypoxie : 21% / 2,2% O, n = 6 (24h). n =7 (72h). ns : non significatif.
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2.2.2. Génes du catabolisme matriciel

Aprés 24 ou 72h de stimulation par la Gal-3R, le niveau d’expression de MMP-3 est
presque doublé dans les chondrocytes arthrosiques, par rapport aux cellules contrdles,
quelles que soient les conditions d'oxygénation (figure 92, A). En outre, a 24 comme a
72h, la Gal-3R n’a aucun effet significatif sur I'expression d’ADAMTS-4 en normoxie, mais
elle induit une faible surexpression (33%) de ce géne en hypoxie (figure 92, B). Enfin, aucun
effet significatif de la Gal-3R sur I'expression de MMP-13 et d’ADAMTS-5 n’a été observé

quelles que soient les conditions expérimentales (résultats non présentés).
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Figure 92. Effet de la Gal-3R taguée, sur I’expression génique de la MMP-3 et de TADAMTS-4
dans des chondrocytes humains arthrosiques.

PBS : controle. Normoxie / Hypoxie : 21% / 2,2% O, n = 6. ns : non significatif.

2.2.3. Génes de 'anabolisme matriciel

En normoxie, a 24h comme a 72h, la Gal-3R inhibe, I'expression chondrocytaire du
collagéne 2, de 40%, et de I'agrécane, de 20%, de fagon significative (figure 93, A).

En hypoxie, elle n’a pas d’effet significatif sur I'expression de ces génes, sauf sur

celle du collagéne 2, qu’elle inhibe uniquement a 72h, de 22% (figure 93, B).
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Figure 93. Effet de la Gal-3R taguée sur I’expression génique du collagéne 2 et de ’agrécane
dans des chondrocytes humains arthrosiques.

PBS : controle. Normoxie / Hypoxie : 21% / 2,2% O, n = 6 (24h). n =7 (72h). ns : non significatif.

2.2.4. Synthése sur la caractérisation des effets de la Gal-3R taguée

Dans ces expériences, seul le gene MMP-3 est surexprimé dans les chondrocytes
stimulés avec de la Gal-3R, dans les quatre conditions expérimentales testées.

L’expression de I'lL-1 n’a pu étre étudiée que pour une seule condition expérimentale
(normoxie, 24h), en raison de la mortalité cellulaire observée dans les trois autres, et qui
demeure inexpliquée.

L’inhibition de I'expression du géne Col-2 a été observée dans trois conditions
expérimentales : 24 ou 72h en normoxie, et 72h en hypoxie.

Quant aux autres génes, ils sont répondeurs a la Gal-3R uniquement en normoxie,

pour I'agrécane, en hypoxie pour ADAMTS-4 ou, aprés stimulation de 24h pour 'IL-6.
La condition pour laquelle la plupart des geénes (IL-1, IL-6, MMP-3, Col-2 et ACAN)

répondent a la Gal-3R, est la normoxie pendant 24h. Pour les expériences de compétition,

nous avons donc choisi d’étudier 'expression de ces génes dans cette condition.
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2.3. Evaluation du réle antagoniste du CRDr tagué

Pour cette étude, notre objectif était de choisir une concentration de Gal-3R suffisante
pour produire un effet significatif sans étre maximal, et donc adaptée a mettre en évidence
un effet inhibiteur. Compte tenu de ces critéres, nous avons choisi d’utiliser la Gal-3R a une
concentration de 40 nM (1,2 ug/ml). Pour le CRDr, nous avons choisi des concentrations
représentant respectivement 1, 3 ou 10 équivalents molaires de Gal-3R, soit 40 nM (0,8
pug/ml), 120 nM (2,4 pg/ml) et 400 nM (8 pg/ml).

2.3.1. Génes de I'inflammation

Les chondrocytes stimulés par la Gal-3R (40 nM), expriment 15 fois plus d’IL-1
(figure 94) et 8 fois plus d’IL-1 (figure 95), que les chondrocytes contrdles (PBS).

Pour I'expression de I'lL-1, comparé au contréle, le CRDr n’a aucun effet significatif, a
40 nM ou a 120 nM, mais, lorsqu’il est a 400 nM, il induit 'expression du géne d’environ 12
fois. Dans les expériences de co-stimulation, le CRDr est incapable, a 40 ou a 120 nM,
d’inhiber les effets de la Gal-3R. En revanche, a 400 nM, il agit de fagon additive avec elle

pour stimuler I'expression de I'lL-1.
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Figure 94. Effet du CRDr tagué, sur I’expression génique de I'lL-1 dans des chondrocytes
humains arthrosiques.

Les conditions « Gal-3 » ou « CRD » sont comparées a la condition contréle (PBS). Les conditions « Gal-3 + CRD » sont
comparées 4 la condition « Gal-3 ». n=3. *: vs PBS. # : vs Gal-3. ns / NS : non significatif vs PBS / vs Gal-3, respectivement.
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Pour I'expression de I'lL-6, comparé au contréle, le CRDr a un effet stimulant, quelle
que soit sa concentration, et ce, de fagon dose-dépendante (figure 96). Dans les
expériences de co-stimulation, il potentialise l'effet stimulant de la Gal-3R, a toutes les

concentrations testées.
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Figure 95. Effet du CRDr tagué, sur I’expression génique de I'lIL-6 dans des chondrocytes
humains arthrosiques.

Les conditions « Gal-3 » ou « CRD » sont comparées a la condition contréle (PBS). Les conditions « Gal-3 + CRD » sont
comparées & la condition « Gal-3 ». n=4. *: vs PBS. # : vs Gal-3.

2.3.2. Géne du catabolisme matriciel

Les chondrocytes stimulés par la Gal-3 recombinante (40 nM) expriment 4 fois plus
de MMP-3 que les cellules non stimulées (figure 96). A 120 nM et a 400 nM, le CRDr induit
significativement I'expression de MMP-3. Cependant, lorsqu’il est associé a la Gal-3R, son
effet varie en fonction de sa concentration. En effet a 40 nM, I'expression de MMP-3 est
inchangée, a 120 nM, elle est inhibée de moitié et enfin, a 400 nM, I'effet du CRDr s’ajoute a

celui de la Gal-3R pour augmenter I'expression de MMP-3.
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Figure 96. Effet du CRDr tagué, sur I’expression génique de la MMP-3 dans des chondrocytes
humains arthrosiques.

Les conditions « Gal-3 » ou « CRD » sont comparées a la condition contréle (PBS). Les conditions « Gal-3 + CRD » sont
comparées a la condition « Gal-3 ». n=4. *: vs PBS. #: vs Gal-3. ns / NS : non significatif vs PBS / vs Gal-3, respectivement.

2.3.3. Génes de I’anabolisme matriciel

La Gal-3R inhibe significativement I'expression de Col-2 de 30% (figure 97) et de
lagrécane de 20% (figure 98), par rapport au contrdle. Le CRD, quelle que soit sa
concentration, est aussi capable d’inhiber significativement I'expression de Col-2 et de
'agrécane, et ce, de fagon dose-dépendante. Quand le CRD est associé a la Gal-3, ses
effets dépendent de sa concentration et du géne étudié. Ainsi pour Col-2, le CRD a 40 ou
120 nM ne modifie pas l'effet inhibiteur de la Gal-3R; en revanche, a 400 nM, il le
potentialise. Pour 'agrécane, a 120 nM et a 400 nM, le CRD aggrave l'effet inhibiteur de la
Gal-3, mais n’a aucun effet a 40 nM.
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Figure 97. Effet du CRDr tagué, sur I’expression génique du collagéne 2 dans des
chondrocytes humains arthrosiques.

Les conditions « Gal-3 » ou « CRD » sont comparées a la condition contréle (PBS). Les conditions « Gal-3 + CRD » sont
comparées a la condition « Gal-3 ». n = 4. *: vs PBS. # : vs Gal-3. NS : non significatif vs Gal-3.
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Figure 98. Effet du CRDr tagué, sur I’expression génique de I’agrécane dans des chondrocytes
humains arthrosiques.

Les conditions « Gal-3 » ou « CRD » sont comparées a la condition contréle (PBS). Les conditions « Gal-3 + CRD » sont
comparées a la condition « Gal-3 ». n = 4. *: vs PBS. # : vs Gal-3. NS : non significatif vs Gal-3.
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Section 3 - Discussion

1. Production de la Gal-3R et du CRDr tagués

1.1. Stratégie de purification

La purification des lectines peut étre réalisée par différentes méthodes de
chromatographie dont la plus utilisée reste la chromatographie d’affinité sur résine
recouverte de saccharides (Guan and Chen, 2014). En fonction de I'affinité de la lectine pour
le ligand, une a plusieurs étapes de chromatographie peuvent étre nécessaires pour
augmenter le degré de spécificité (Arnau et al., 2006; Nascimento et al., 2012). Nous avons
opté pour cette stratégie pour purifier la Gal-3 et le CRD recombinants.

L’utilisation d’'une seule étape de chromatographie d’affinité pour le lactose exposerait
a priori a la contamination des lectines recombinantes par des lectines bactériennes
éventuellement présentes dans l'extrait brut. Par conséquent, dans le but d’affiner la
purification, nous avons choisi d’ajouter une étape de chromatographie d’affinité pour le Ni?*.

Tout comme pour la chromatographie d’affinité pour le lactose, I'utilisation de la
chromatographie d’affinité pour le nickel exposerait au risque de co-purification d’impuretés
(Arnau et al., 2006; Pina et al., 2014; Young et al., 2012). L’'une d’entre elles est la SlyD, une
peptidyl-prolyl isomérase (Hochuli et al., 1988) qui, de surcroit, a un poids moléculaire
proche de celui de la Gal-3. Ainsi, une contamination de la préparation de Gal-3R par la SlyD
aurait été difficile a identifier et, une étape supplémentaire de chromatographie d’affinité,
pour le lactose, aurait été nécessaire pour séparer ces deux protéines.

Dans le cas de nos protéines recombinantes, lI'ordre des chromatographies a
également son importance. En effet, il nous est apparu judicieux d’utiliser la chromatographie
d’affinité pour le nickel en dernier, car I'imidazole du deuxiéme tampon d’élution des PtR a
une masse moléculaire inférieure a celle du lactose du premier tampon d’élution (60 g/mol vs
342 g/mol, respectivement), donc est, a priori, plus facilement dialysable. Or, il est
indispensable de ne plus avoir de lactose dans les préparations de PtR car ce sucre pourrait
empécher la liaison des lectines aux glycoprotéines membranaires des chondrocytes lors

des tests d’activité fonctionnelle.

1.2. Méthode de contréle de I'absence d’endotoxines
Le dosage des nitrites nous est apparu simple a mettre en ceuvre et pertinent car
nous travaillons sur des chondrocytes, cellules qui répondent a une stimulation par des

endotoxines en exprimant la nitric oxide synthase inductible (INOS) (Palmer et al., 1993).
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Cette isoforme produit une grande quantité d’oxyde nitrique (de I'ordre du pM) qui, dans le
milieu de culture, est oxydé en ions nitrites. De plus, ce dosage est beaucoup plus rapide,
moins contraignant et moins colteux que les tests préconisés par la Pharmacopée

Européenne (test du lapin, limulus test).

1.3. Résultats de la purification

A la différence de la Gal-3R, une fraction de CRDr est retrouvée dans les liquides de
rincage de la résine recouverte de lactose, ce qui traduit, soit la saturation de la résine, soit
la capacité des tampons de ringage a perturber I'interaction lactose-lectine tronquée.

Dés la premiére élution (lactose), pour chacune des PtR attendues, une seule bande
est visible au bon poids moléculaire sur le gel. Par conséquent, la chromatographie d’affinité
pour le lactose seule aurait probablement été suffisante pour isoler ces PtR et limiter les
pertes accentuées par l'ajout d’'une autre chromatographie (Nascimento et al., 2012).
Néanmoins, comme expliqué précédemment, il nous a semblé prudent d’envisager une
étape supplémentaire de purification par chromatographie d’affinité pour le nickel.

Les rendements de production restent cependant trés modestes (environ 200 ug de
Gal-3R et 400 ug de CRDr par litre de bouillon bactérien de départ) au regard de ce qu'il est
possible d’obtenir avec un systéme bactérien (plusieurs grammes / litre) (Demain and
Vaishnav, 2009). Nous avons, par la suite, vérifié plusieurs éléments importants pour
'expression de PtR dans E. coli et identifié trois d’entre eux qui pourraient expliquer ces
faibles rendements. Le premier, est la souche utilisée (K12 (NEB 10 B)), qui est, en fait,
beaucoup plus adaptée au clonage qu’'a I'expression de PtR. Le deuxiéme élément, est la
proportion du volume de bouillon bactérien dans le contenant de culture (50% au lieu des 25
% recommandés par Studier (2005)). Enfin, le troisieme élément, est la température de
culture pendant l'induction (37°C alors que plusieurs travaux rapportés dans la littérature
décrivent une température optimale de 20°C (Graslund et al., 2008 ; Studier, 2005)).

Pour résumer, le clonage, I'expression et la purification de la Gal-3R et du CRDr ont
été effectifs mais nécessitent quelques optimisations pour améliorer le rendement de
production. Concernant le clonage et I'expression, il faudrait envisager de changer de
plasmide et/ou de souche bactérienne et de cultiver ces bactéries dans un volume adapté a
la verrerie employée et a une basse température pour limiter la formation de corps
d’inclusion. Quant a la purification, il faudrait modifier les étapes de ringage (changer la
composition des tampons, diminuer le nombre de ringages), mais pas celle de I'élution qui
est suffisamment efficace puisque la totalité des PtR est retrouvée dans I'éluét.

En conclusion, la quantité de PtR purifiées, bien qu'imparfaite, nous a tout de méme

permis d’effectuer des tests d’activité sur des chondrocytes humains arthrosiques.
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2. Etude du potentiel antirhumatismal du CRDr tagué

2.1. Caractérisation des effets biologiques de la Gal-3R taguée

2.1.1. Choix de la concentration de Gal-3R taguée

A la concentration de 200 nM (5 ug/ml), nous étions sdrs de pouvoir mettre en
évidence des effets spécifiques de la Gal-3R sur les chondrocytes étudiés. A des
concentrations supérieures (10 pg/ml), méme si certains travaux (Filer et al., 2009) ont
montré une activité de Gal-3R sur I'expression et la sécrétion de Ck et de MMP, il se peut
que ces effets ne soient plus spécifiques de la Gal-3R. En outre, compte tenu de nos faibles
rendements de production, nous n’aurions de toute fagon pas eu suffisamment de Gal-3R

d’'un méme lot pour réaliser la totalité des expériences.

2.1.2. Choix des conditions expérimentales

Nous avons étudié I'expression de certains génes du métabolisme chondrocytaire en
normoxie ou en hypoxie, et pour une incubation de 24 ou 72h. Il en ressort qu’en hypoxie,
les effets de la Gal-3R ne sont pas significativement différents de ceux observés en
normoxie (excepté pour ADAMTS-4). De méme, la durée de l'incubation ne semble pas
influencer les variations d’expression de ces génes puisque les résultats obtenus a 24h sont
similaires a ceux obtenus a 72h (excepté pour IL-6 et Col-2). Tout cela justifie notre choix

d’étudier I'expression de ces génes en normoxie a 24h, pour la suite des expériences.

2.1.3. Effets biologiques de la Gal-3R taguée
Nous avons confirmé le réle pro-inflammatoire et pro-catabolique de la Gal-3R,
également démontré dans d’autres types cellulaires. De plus, nous avons mis en évidence

des effets anti-anaboliques de cette Pt, ce qui n’avait jamais été démontré.

Effets pro-inflammatoires
Tout comme les monocytes humains (Jeng et al.,, 1994), nos échantillons de
chondrocytes stimulés par la Gal-3R surexpriment I'lL-1 et, comme les fibroblastes

synoviaux de patients atteints d’OA ou de PAR (Filer et al., 2009), ils surexpriment I'lL-6.

Effets pro-cataboliques
Comme ce qui a été démontré par Janelle-Montcalm et coll., (2007), nos échantillons
de chondrocytes surexpriment MMP-3, fortement impliqué dans la dégradation du cartilage

et la synovite (Jiang et al., 2013 ; Sun et al., 2014).
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Dans les chondrocytes humains arthrosiques, le géne ADAMTS-4 est inductible par
des cytokines pro-inflammatoires (Naito et al., 2007; Sylvester et al., 2012; Xue et al., 2013)
et, donc possiblement, dans un contexte d’hypoxie, puisque la réaction inflammatoire et
'hypoxie sont deux phénoménes interdépendants (Barrels et al., 2013). Cela pourrait
expliquer que, dans nos conditions expérimentales, la Gal-3R, médiateur pro-inflammatoire,
induit 'expression ’ADAMTS-4 uniquement en hypoxie.

Les génes MMP-13 et ADAMTS-5, quant a eux, semblent plutét insensibles a la Gal-
3R, ce qui, pour le premier, confirme les résultats des travaux antérieurs de Janelle-
Montcalm et coll. (2007). En revanche, nos résultats sur ADAMTS-5 sont différents de ceux
précédemment rapportés (Janelle-Montcalm et al., 2007). Nous proposons trois explications
a cela. Soit, le géne ADAMTS-5 n’est pas réellement une cible de la Gal-3. Soit ce géne était
déja exprimé dans nos échantillons a un niveau trés élevé, de sorte qu’une stimulation par la
lectine était insuffisante pour le faire varier significativement. Pour en étre sdr, il aurait fallu
disposer de chondrocytes sains comme contrble mais, pour des raisons éthiques et
réglementaires, cela n’a pas été possible. Soit enfin, son réle dans la physiopathologie de
'OA est discutable. En effet, d'une part, le géne ADAMTS-5 est connu pour étre
constitutivement exprimé dans les chondrocytes humains arthrosiques, et d’autre part,
I'expression de ce géne ne varie pas entre un cartilage humain sain et un cartilage humain
arthrosique (Naito et al., 2007). Ces résultats poussent a remettre en question I'implication
réelle ADAMTS-5 dans la physiopathologie de I'arthrose. D’autres travaux, menés chez la
souris, rapportent au contraire, quADAMTS-5 joue un rdle dans la dégradation du cartilage
(Glasson et al., 2005; Stanton et al., 2005) et donc, la physiopathologie de 'OA. En réalité, le
réle controversé dADAMTS-5 s’explique par des spécificités d’espéces : cette enzyme joue
un rble important dans la physiopathologie de l'arthrose chez le rongeur et peu chez

'Homme, et vice versa pour ADAMTS-4 (Fosang et al., 2008).

Effets anti-anaboliques

Dans nos conditions expérimentales, la Gal-3R inhibe I'expression génique de deux
constituants majeurs de la matrice extracellulaire, le collagéne de type Il et 'agrécane. Cet
effet anti-anabolique de la Gal-3R concorde avec ses effets pro-inflammatoires et pro-
cataboliques, et constitue un argument supplémentaire pour expliquer la physiopathologie de
I'arthrose et de la polyarthrite rhumatoide. A notre connaissance, cet effet anti-anabolique de

la Gal-3R, n’a jamais été rapporté.
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2.1.4. Syntheése

Nos résultats préliminaires mettent en évidence des effets délétéres de la Gal-3R sur
des chondrocytes humains arthrosiques, et d’autre part, ils suggérent un impact possible de
cette protéine sur la synthése de composants matriciels du cartilage.

Néanmoins, il conviendra de vérifier si ces effets observés au niveau génique, ont
une répercussion significative au niveau protéique. Il faudrait, par exemple, réaliser des tests
d’activité enzymatique (pour MMP-3 et ADAMTS-4), des dosages immuno-enzymatiques
(pour MMP-3 et IL-6), des western-blots, des dosages colorimétriques de constituants de
protéoglycanes (glycosamino-glycanes: GAG), des colorations sélectives des
protéoglycanes (bleu alcian, safranine O) ou des collagénes (rouge Sirius).

Il est a noter que nous avons essayé de mesurer, par fluorimétrie, I'activité
enzymatique de MMP-3 dans les surnageants de culture, mais nous avons rencontré des
difficultés techniques (protocole inefficace). Nous nous sommes donc résolus a réaliser un
dosage immuno-enzymatique de cette protéine. Les analyses préliminaires de ces dosages
semblent démontrer que la Gal-3R induit la sécrétion de MMP-3 par les chondrocytes
stimulés. Nous avons également entrepris une série de dosages colorimétriques de GAG
(avec du diméthylméthyléne blue) dans les surnageants de culture, et les résultats sont en

cours d’exploitation.

2.2. Evaluation du réle antagoniste du CRDr tagué

Aprés avoir caractérisé les effets de la Gal-3R sur des chondrocytes humains
arthrosiques, nous avons voulu étudier la capacité du CRDr a les inhiber.

Nos résultats montrent, de fagon inattendue, que sur des chondrocytes humains
arthrosiques, le CRDr posséde un effet mimant celui de la Gal-3R, sur I'expression de I'lL-6,
du collagéne 2 et de I'agrécane, dés 40 nM, sur celle de MMP-3, dés 120 nM, et sur celle de
I'IL-1, a 400 nM. Par ailleurs, quand il est associé a la Gal-3R, dans les expériences de co-
stimulation, le CRD synthétisé est incapable d’inhiber les effets de la Gal-3R, voire méme,
potentialise ces effets. Seule I'expression de MMP-3 induite par la Gal-3R a pu étre inhibée
de moitié par le CRDr a 120 nM. Globalement, dans nos conditions expérimentales, le CRDr
se comporte plus comme un mimétique de la Gal-3R, que comme un antagoniste.

Ces observations vont a I'encontre de notre hypothése de travail selon laquelle le
CRD étant théoriquement incapable de se dimériser, il ne pourrait pas reproduire les mémes
effets que la Gal-3 (Janelle-Montcalm et al., 2007; Nieminen et al., 2006) et constituerait, par
la méme occasion, un inhibiteur compétitif (John et al., 2003; Ochieng et al., 1998). Il est
vraisemblable que, dans nos conditions expérimentales, le CRDr mime les effets de la Gal-

3R, suite la formation d’oligomeéres.
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Ces effets inattendus pourraient résulter de l'interaction du tag 6-His avec les ions
Ca?* du milieu de culture des chondrocytes, selon le schéma proposé en figure 99. En effet,
ces cations divalents sont connus pour leur capacité a lier les noyaux imidazole de I'histidine
(Pedersen, 1972), de fagon similaire aux ions Ni** de la colonne de chromatographie utilisée

lors de la seconde étape de purification des PtR.

—His - Hls - Hls — His — His - His

£> Ca2+ 3 %a” /
His — His — His — His — His - His —’

Induction &’IL-1, d’IL-6 et de MMP-3

Inhibition de Col-2B et d’ACAN = méme signal que la Gal-3
¢+ Liaison chimique Glycoprotéeines Signal
" sousleplan membranaires intracellulaire

@)-—His — His — His — His — His - His
CRD tagué 6-His

Figure 99. Hypothése de la dimérisation artificielle du CRDr tagué.

Tout comme le nickel de la colonne de chromatographie d’affinité, le calcium est un ion bivalent susceptible d’interagir avec les
noyaux imidazole des histidines du tag (Pedersen, 1972). Cette interaction engendrerait des oligoméres de CRD capables de
générer un signal intracellulaire mimant celui de la Gal-3 recombinante, au niveau des chondrocytes arthrosiques en culture.

Comme rapporté dans la littérature (Costa et al., 2014; Zhao et al., 2013), les tags
peuvent modifier I'activité biologique d’'une PtR. La présence d’'un tag 6-His sur le CRD,
pouvant étre responsable des effets inattendus observés, 4 solutions ont été envisagées
pour nous affranchir de cet artefact.

La premiére, consistant a cultiver les chondrocytes dans du milieu sans chlorure de
calcium, n'a pas été testée car ces milieux contiennent tout de méme d’autres sels de
calcium et d’autres cations divalents (Mg?*). Méme si ces ions sont en quantité infime, nous
n’étions pas a I'abri d’'une interférence éventuelle avec le tag histidine.

La deuxiéme solution a consisté a cliver le tag His par une entérokinase (EK Max®,
Invitrogen). Pour des raisons purement techniques (optimisation insuffisante de la méthode,
quantité insuffisante de PtR, etc.), ce clivage n’a pas été effectif et nous avons perdu une
grande partie du lot de CRDr produit.

La troisieme solution possible aurait été le clivage enzymatique, d’'une partie de la

Gal-3R a disposition, par des élastases ou de la collagénase de Clostridium hystolyticum.
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Nous n’avons pas testé cette solution pour trois raisons. D’une part, la quantité résiduelle de
Gal-3R disponible aprés toutes les séries d’expériences n'aurait pas été suffisante et, il
aurait fallu envisager la production d’'un nouveau lot. D’autre part, les fragments engendrés
par le clivage (14, 16 et 22 kDa, par les élastases (Nieminen et al., 2005) ; 10 kDa et 16 kDa,
par la collagénase (John et al., 2003)) doivent étre séparés par chromatographie d’affinité,
ce qui rajouterait une étape supplémentaire dans tout le processus de production. De plus, le
fragment de 22 kDa, issu du clivage entre I'alanine en position 62 et la tyrosine en position
63 (Ochieng et al., 1998), contient encore quelques motifs PGAYP impliqués dans la
formation d’oligoméres.

La quatrieme solution envisagée a été de cloner le CRD, mais aussi la Gal-3 dans un
plasmide sans tag His, ce qui suppose que les lectines produites ne pourront étre purifiées
que par chromatographie d’affinité pour le lactose. Cela ne posera a priori pas de probléme,
puisque dans nos conditions expérimentales, cette chromatographie semble suffisante pour

atteindre un degré de pureté intéressant (figure 87).

3. Synthése

Nous avons réussi a produire de la Gal-3R et du CRDr, mais avec un faible
rendement, probablement a cause de conditions expérimentales (souche bactérienne,
volume d’inoculum, température de croissance) non optimales. Cependant, nous avons
confirmé que, lorsque la Gal-3R est présente dans le milieu extracellulaire, elle induit
I'expression de génes de linflammation et du catabolisme matriciel par des chondrocytes
humains arthrosiques. Nous avons également mis en évidence, pour la premiére fois, qu’elle
induit I'inhibition de génes de I'anabolisme matriciel, ce qui renforce son role délétére connu
au niveau des tissus articulaires.

Par ailleurs, nous n’avons démontré que trés épisodiquement, le rdle antagoniste du
CRD vis-a-vis de la Gal-3R sur des chondrocytes humains arthrosiques. Dans nos conditions
expérimentales, en effet, nous avons majoritairement observé un effet mimétique du CRDr,
plutét que compétiteur. Cet effet inattendu pourrait étre la conséquence de la présence du
tag histidine a I'extrémité N-terminale du CRDr. C’est pour cette raison qu’actuellement, nous
recommengons ces expeériences en utilisant des PtR non faguées. Dans cet objectif, nous
avons congu d’autres vecteurs contenant la séquence de Gal-3 ou celle du CRD, mais pas
celle du tag 6-His. Nous avons aussi apporté des modifications dans le procédé de
production des PtR, en vue d’améliorer leur taux d’expression et leur rendement de
purification. Les résultats de ces travaux sont rapportés dans le deuxiéme chapitre de cette

partie expérimentale.
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Chapitre 2

Gal-3R et CRDr non tagués : conception,
production et évaluation de leur activiteé
biologique
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Section 1 - Matériels et méthodes

1. Clonage moléculaire de la Gal-3R et du CRDr non tagués

1.1. Stratégie spécifique a la Gal-3R non taguée

La stratégie de clonage de la Gal-3R non faguée se décompose en quatre étapes :
- la digestion enzymatique du vecteur pTrcHis Gal-3, afin d’isoler le fragment de la Gal-3
- 'amplification de ce fragment
- la digestion du plasmide pTrcHisA, pour éliminer la séquence du fag 6-His

- larecombinaison du fragment de la Gal-3 avec le plasmide pTrc

1.1.1. Digestion enzymatique du vecteur pTrcHis Gal-3

Le vecteur pTrcHis Gal-3 a été digéré dans des conditions similaires a celles qui sont
décrites au premier chapitre de cette partie (section 1, §1.1.2.). Néanmoins, a la place du
couple d’enzymes de restriction BamHI/EcoRI, et du tampon NEB4, nous avons utilisé le
couple Ncol/EcoRlI, et le tampon NEB3 (NaCl 10 mM, Tris-HCI 5 mM, MgCl, 1 mM, DTT 0,1
mM, pH 7,9 a 25°C).

En raison de la présence de deux sites de restriction Ncol dans le vecteur pTrcHis
Gal-3, la digestion de ce vecteur par les enzymes Ncol/EcoRI génére trois fragments (figure
100) : un de 107 paires de bases (pb), correspondant a la séquence située entre les deux
sites Ncol, un de 757 pb, correspondant au fragment Gal-3 (encadré par les sites Ncol et
EcoRI : neoi Gal-3 £qory), €t un de 3536 pb, étant le reste du vecteur. Ces trois fragments ont
été séparés par une migration électrophorétique sur gel d’agarose a 1,2%, a 75 volts, dans
du tampon TBE (Tris 89 mM, acide borique 89 mM, Na,EDTA 2 mM, pH 8 a 25°C) et
pendant 1h30. Le fragment n.o Gal-3 g0/ @ ensuite été extrait du gel d’agarose puis, purifié

grace au kit Gel Extraction (Qiagen), avant d’étre amplifié par PCR.

178



A4 v v

s 1 . H 20 2 e nm
(JII])] COnm | H 20 2 e nm
A A A
T

Digestion enzymatique

/ par Ncolet EcoR/
¥

(i1 | 0 = 2

107 pb 757 pb

3536 pb
- 1¢ site de restriction Ncol - 2¢ site de restriction Nco/
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I I I Isuite du vecteur pTrcHis Gal-3 -site de restriction EcoR/

Figure 100. Fragments obtenus aprés la digestion du vecteur pTrcHis Gal-3 par Ncol et EcoRI.

1.1.2. Amplification du fragment y¢or Gal-3 gcors

Les conditions expérimentales de la PCR sont similaires a celles qui sont décrites au
premier chapitre (section 1, §1.1.1.), a la seule différence de la séquence de 'amorce sens.
Celle-ci contient un site Ncol confondu avec un triplet ATG, et 15 pb complémentaires des
15 premiéres pb de la Gal-3. L'amorce antisens reste la méme que celle décrite

précédemment (tableau XXII).

Séquence de I'amorce Fournisseur
Amorce sens 5'- TAAA CCATGGCAGACAATTTTTCG - 3 Eurogentec
Amorce ' A . Keystone Labs
antisens 5' - GCAGGEIYNNI®AGATTCTTATATCATGGTATAT - 3 (Canada)

Tableau XXV. Séquences des amorces de clonage de la Gal-3 dans le vecteur pTrc.

Les nucléotides écrits en bleu s’hybrident spécifiquement avec la séquence ADN de la Gal-3, celui en rouge, correspond au
triplet d’arrét de la transcription. Les séquences surlignées en gris ou en sont les sites de restriction spécifiques des
enzymes Ncol ou [E5], respectivement. Le triplet d'initiation de la transcription est confondu avec le site Ncol. Enfin, les
nucléotides écrits en noir, permettent la stabilisation des amorces lors de leur hybridation a la matrice et, celle des enzymes de
restriction, lors des digestions enzymatiques. Par convention, les séquences sont écrites de I'extrémité 5’ ala 3'.
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Le fragment noo Gal-3 .07 amplifié a été purifié (kit PCR Purification, Qiagen) puis,
digéré par le couple Ncol/EcoRI, de fagcon a générer des extrémités cohésives et

complémentaires de celles du plasmide pTrcHis digéré par le méme couple d’enzymes.

1.1.3. Digestion enzymatique du plasmide pTrcHisA

Le plasmide pTrcHisA a été digéré dans les mémes conditions que le vecteur pTrcHis
Gal-3. Cette digestion, par Ncol et EcoRI, permet de supprimer la séquence du tag 6-His
(figure 101), et de générer des extrémités cohésives complémentaires de celles du fragment
neot Gal-3 £cori. Le plasmide ainsi obtenu, et désigné neo PTre ecori, @ €t€ conservé a -20°C, en

attendant la ligation.

Séquence supprimée apreés
la digestion par Ncol et EcoRI

=
(2R3%

. MCS

Hnd Il

BstB |

Figure 101. Cartographie du plasmide pTrcHisA.

Sites de restriction Necol ou [Fa1.

Manuel d'utilisation du vecteur pTrcHis, [en ligne].

1.2. Stratégie spécifique au CRDr non tagué
La stratégie de clonage du CRDr non tagué se décompose en trois étapes :
- la digestion enzymatique du vecteur pTrcHis CRD, générant le fragment du CRD
(contenant la séquence du tag 6-His) et, le reste du vecteur (pTrc)
- 'amplification du fragment du CRD, de fagon a retirer la séquence du tag

- la recombinaison du fragment CRD avec le vecteur pTrc
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1.2.1. Digestion enzymatique du vecteur pTrcHis CRD

Contrairement au vecteur pTrcHis Gal-3, le pTrcHis CRD ne contient qu’un seul site
de restriction Ncol. Sa digestion par les enzymes Ncol/EcoRI génére, par conséquent, deux
fragments (figure 102): un de 443 pb, correspondant au fragment CRD contenant la
séquence du tag 6-His (ncor His CRD £cori), €t Un de 4022 pb, correspondant au reste du
vecteur (ncor PTIC ecori). Ces deux fragments ont été séparés par électrophorése sur gel
d’agarose a 1,2 % puis, extraits et purifiés gréce au kit Gel Extraction (Qiagen). Le fragment
neol His CRD £corr @ ensuite été amplifié par PCR, de fagcon a éliminer la séquence du tag et, a
obtenir le fragment nco CRD gcor. Quant au fragment neor PTrC £c0ri il @ ét€ conservé a -20°C

en attendant la ligation.

v v
i . | . [[]]]]
i . | - [[]]]]
) M~ A
Digestion enzymatique
par Ncolet EcoRI

|

H I |
[ | |
443 pb
4022 pb
-site de restriction Nco/ - séquence du CRD
triplet d’initiation de la transcription, triplet d’arrét de la t inti
dans le vecteur pTrcHis CRD - ripiet drarret de fa transcription
séquence du tag 6-His -site de restriction EcoR/
site de restriction BamHI | I I I | suite du vecteur pTrcHis CRD

Figure 102. Fragments obtenus aprés la digestion du vecteur pTrcHis CRD par Ncol et EcoRI.

1.2.2. Amplification du fragment ycoi CRD gcors

Les conditions expérimentales de la PCR sont similaires a celles qui sont décrites au
premier chapitre (section 1, §1.1.1.), a la seule différence de la séquence de 'amorce sens.
Celle-ci contient un site Ncol confondu avec un triplet ATG, et 18 pb complémentaires des
18 premiéres pb du CRD. L’amorce antisens reste la méme que celle utilisée précédemment
(tableau XXVI).
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Séquence de I'amorce Fournisseur

Amorce sens

CRD 5'- TAAGCTAGCACCATGGGCGCCCCTGCTGGGCCA - 3' Eurogentec
Amorce . A . Keystone Labs
antisens 5' - GCAGGELYNRMISAGATTCTTATATCATGGTATAT - 3 (Canada)

Tableau XXVI. Séquences des amorces de clonage de la Gal-3 dans le vecteur pTrc.

Les nucléotides écrits en bleu s’hybrident spécifiquement avec la séquence ADN du CRD, celui en rouge, correspond au triplet
d’arrét de la transcription. Les séquences surlignées en gris ou enqm sont les sites de restriction spécifiques des enzymes
Necol ou [E23], respectivement. Le triplet d'initiation de la transcription est confondu avec le site Ncol Enfin, les nucléotides
écrits en noir, permettent la stabilisation des amorces lors de leur hybridation a la matrice et, celle des enzymes de restriction,
lors des digestions enzymatiques. Par convention, les séquences sont écrites de I'extrémité 5’ a la 3'.

Lors des premiers cycles de PCR, 'amorce sens ne peut s’hybrider qu'en 3’ du
fragment neorHis CRD £cori, €t pas en 57, a cause de la séquence du tag. C’est uniquement lors
des cycles suivants, quand il y a suffisamment de fragments .,y CRD g.0r;, que 'amorce

sens s’hybride totalement sur la matrice. La figure 103 décrit brievement ce phénomeéne.

\ 1°= cycles
) 3

3 m | I 5
|
ncycles

¥
5 — 3
3 N e 5
I
ncycles

5 N . 3
3 I . 5
'| neot CRD geopy

-site de restriction Ncol - séquence du CRD

triplet d’initiation de la transcription tri Yarrd g
. riplet d’arrét de la transcription
dans le vecteur pTrc CRD (a cloner) - P P

Ncol His CRD EcoRI

séquence du tag 6-His - site de restriction EcoRI
site de restriction BamH! - nucléotides permetta_nt_la stabilisatio_n )
des enzymes de restriction lors des digestions

Figure 103. Sites d’hybridation de 'amorce sens lors de I'amplification du fragment y.o; CRD gcori-

Au cours des premiers cycles de PCR, I'amorce sens s’hybride partiellement avec le fragment neorvis CRD £40r. Ce n'est qu'au
bout de quelques cycles que I'hybridation totale est possible. A la fin de I'amplification, le fragment du CRD ne contient plus la
séquence du tag His, ni le site BamHI. En revanche, un triplet d’initiation de la transcription a été ajouté au cours du processus.
NB : de détail des différentes combinaisons d’hybridation amorce/matrice, n’ont volontairement pas été représentés.
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Le fragment .ot CRD gcors amplifié, a été purifié (kit PCR Purification, Qiagen) puis,
digéré par le couple Ncol/EcoRI, de fagcon a générer des extrémités cohésives et

complémentaires de celles du fragment yeo PTrC g0/ CONservé a -20°C.

1.3. Etapes de clonage communes a la Gal-3 et au CRD non tagués

La ligation, I'amplification des vecteurs clonés, et la validation du clonage
moléculaire, ont été effectuées de la méme fagon, pour la Gal-3 et pour le CRD, tel que
décrit dans le premier chapitre (section 1). Les vecteurs obtenus, désignés pTrc Gal-3 et

pTrc CRD, permettent d’exprimer de la galectine 3 ou du CRD recombinants, sans tag 6-His.

2, Expression de la Gal-3R et du CRDr non tagués

En raison des faibles rendements de production des PtR précédemment obtenus,
nous avons décidé d’apporter deux modifications a notre procédé. Premiérement, nous
avons utilisé des souches bactériennes plus adaptées a I'expression de PtR, notamment la
souche C41(DE3). Deuxiémement, nous avons abaissé la température de croissance

bactérienne pendant I'induction, a 20°C, au lieu de 37°C.

2.1. Préparation de bactéries compétentes

Des bactéries Escherichia coli non compétentes (souche C41(DE3)), gracieusement
fournies par Mr Alexandre Kriznik (laboratoire IMoPA, UMR CNRS-UL 7365), ont été
ensemencées dans 5 ml de milieu LB, pendant 16 h a 37°C. Deux millilitres de cette pré-
culture ont ensuite été mis dans 100 ml de milieu LB, et le tout, incubé a 37°C jusqu’a
'obtention Asoonm €gale a 0,5. Le bouillon bactérien ainsi obtenu, a été centrifugé (2500 rpm,
4°C, 15 min), le surnageant, éliminé et, le culot, repris dans 30 ml de tampon Tfbl
(CH3;COOK 30 mM, KCI 100 mM, CaCl, 10 mM, glycérol 15% (v/v), MnCl, 50 mM ajouté
extemporanément). Cette suspension a ensuite été incubée dans la glace pendant 10
minutes puis, centrifugée (2500 rpm, 4°C, 10 minutes). Le surnageant a été éliminé et, le
culot, repris dans 4 ml de tampon Tfbll (MOPS 10 mM, KCI 10 mM, CaCl, 75 mM, glycérol
15% (v/v), pH 7,0 & 25°C). Ces bactéries ont été transformées avec le vecteur pTrc Gal-3 ou

le pTrc CRD, selon le protocole décrit au chapitre 1 (section 1, § 1.1.3.).
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2.2. Veérification de I'expression de la Gal-3R et du CRDr non tagues, dans la
souche C41(DE3)

Nous avons effectué des tests préliminaires dans un faible volume de culture, pour
vérifier que la souche de C41(DE3) utilisée exprimait bien les PtR souhaitées.

Pour cela, nous avons effectué une culture dans 10 ml de milieu LB sélectif, jusqu’a
obtenir une Aguponm de 0,6. A ce moment, chaque bouillon bactérien a été divisé en deux parts
égales : I'une, dans laquelle nous avons rajouté 1 mM d’'IPTG, et l'autre, que nous avons
laissée telle quelle. Toutes les deux ont ensuite été incubées, en paralléle, a 20°C pendant
24h. Nous avons prélevé des échantillons de 1000 ul a différents temps, déterminé les
I'Asoonm CoOrrespondantes et, effectué une électrophorése des protéines directement a partir
des culots bactériens correspondants. L’objectif était de s’assurer que l'ajout de I'IlPTG
n'‘avait pas d’impact négatif sur la croissance de cette souche, et qu’il permettait une

augmentation du niveau d’expression des PtR au fil du temps.

2.3. Production de la Gal-3R et du CRDr non taguées, dans la souche
C41(DE3)
Pour la production de PtR non taguées, nous avons utilisé le méme protocole que
pour celle des PtR taguées, décrit au premier chapitre (section 1, § 1.2.). La seule différence

est la température de culture utilisée pendant I'induction, qui est désormais de 20°C.

3. Purification de la Gal-3R et du CRDr non tagués

Pour cette étape, ainsi que les suivantes (dialyse, élimination des endotoxines,
électrophorése de contréle, dosage des PtR, dosage des nitrites et test d’activité biologique
des PtR, chauffées ou non, sur les chondrocytes, pour vérifier 'absence d’endotoxines),
nous avons procédé de la méme facon que précédemment décrit pour les PiR
taguées. Toutefois, pour le dosage des nitrites, nous avons aussi utilisé du
lipopolysaccharide (LPS) comme contrOle positif, car, au méme titre que I'lL-1, il induit la
production d’oxyde nitrique par les chondrocytes stimulés (Benton et al., 2002).

Néanmoins, lors de la purification, nous avons supprimé 'étape de chromatographie
d’affinité pour le nickel, désormais inutile puisque les PtR produites ne possédent plus de tag
6-His. Leur purification s’arréte donc a I'étape d’élution par 25 ml de tampon PBS + lactose
150 mM. Par ailleurs, pour la coloration des gels d’électrophorése, nous avons utilisé le bleu
de Coomassie (0,2% (m/v), CH3COOH 10% (v/v) CH3;0H 30% (v/v)).

Enfin, les PtR produites ont été aliquotées puis conservées a -80°C.

184



Section 2 - Résultats

1. Clonage moléculaire de la Gal-3R et du CRDr non tagués

Les résultats du séquengage des plasmides pTrc Gal-3 et pTrc CRD, transmis par la
société Beckman Coulter Genomics, sont présentés sur la figure 104. La comparaison de
ces séquences a la base de données Nucleotide BLAST, montre que, de maniére
inattendue, pour la Gal-3, il y a une substitution d’'une guanine par une adénine, en position
739 (739G>A) (figure 105). En revanche, l'analyse révele une identité parfaite entre la
séquence du CRD cloné et celle du transcrit de la Gal-3 humaine enregistrée dans la base

de données (figure 106).

pTrc Gal-3

PV VACCINNEGCAGACAATTTTTCGCTCCATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAAGGATGGCCTGGCGCATGGGGGAA
CCAGCCTGCTGGGGCAGGGGGCTACCCAGGGGCTTCCTATCCTGGGGCCTACCCCGGGCAGGCACCCCCAGGGGCTTATCCTGGACAG
GCACCTCCAGGCGCCTACCCTGGAGCACCTGGAGCTTATCCCGGAGCACCTGCACCTGGAGTCTACCCAGGGCCACCCAGCGGCCCT
GGGCCTACCCATCTTCTGGACAGCCAAGTGCCACCGGAGCCTACCCTGCCACTGGCCCCTATGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGT

GCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTGCCTCGCATGCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATT
GCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCACTTTAACCCACGCTTCAATGAGAACAACAGGAGAGTCATTGTTTGCAATA
CAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAGTCGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTGGT
TGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTAAAAAACTCAATGAAATCAGCAAA
CTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTACTTCATATACCATGATA GAATCTGAATTCGAAGCTTG

pTrc CRD

[e[enNeler VWV VAC CLM EGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTGCCTCGCATGCTG
ATAACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATTGCTTTAGATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCACTTTAACC
CACGCTTCAATGAGAACAACAGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAGTCGGTTTT

CCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTGGTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGT TG
CAGTACAATCATCGGGTTAAAAAACTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTGCTTCATATACCA
GAATCTGAATTCGAAGCTTGGCTGTTTTGGCGGATGAGAGAAGATTTTC

(CCATGG) Site d’initiation de la transcription (ATG) Séquence de la Gal-3 ou du CRD|
B nEEeeENENENseHpien (TAA) SR EcoRl (GAATTC) Nucléotides provenant du plasmide pTrc

Figure 104. Résultats du séquengage des vecteurs pTrc Gal-3 et pTrc CRD.

La société Beckman Coulter Genomics nous a transmis les résultats du séquengage des plasmides pTrc Gal-3 et pTrc CRD,
sous forme de séquences nucléotidiques « brutes ». Pour une meilleure compréhension, les éléments clés de ces séquences
ont été identifiés par un code couleur.
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Gal-3

Homo sapiens lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (LGALS3), transcript variant 1, mRNA
Référence n° NM002306.3 Longueur : 1017 nucléotides Identité : 99 % (752/753)

Query 7 pueleloNeyN: VNN T T T TCGCTCCATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAA
Frrrrrrrrrrrrrrrr e rr e e e e e e e
Sbjct 89 ATGGCAGACAATTTTTCGCTCCATGATGCGTTATCTGGGTCTGGAAACCCAAACCCTCAA 148

66

Query 67 126
Sbjct 149 208
Query 127 peleloNejoyfel®N 136
|\|\|\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\ |\|\|\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\
Sbjct 209 TATCCTGGGGCCTACCCCGGGCAGGCACCCCCAGGGGCTTATCCTGGACAGGCACCTCCA 268
Query 187 246

FEEEEEEEE e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 269 GGCGCCTACCCTGGAGCACCTGGAGCTTATCCCGGAGCACCTGCACCTGGAGTCTACCCA 328

Query 247

CCCATCTTCTGGACAGCCAAGTGCCACCGGAGCC IS

A\GC
I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\ FEEEEEEEErr ey
GCGGCCCTGGGGCCTACCCATCTTCTGGACAGCCAAGTGCCACCGGAGCC 388

Sbjct 329 GGG

Query 307

\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\ I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\I\
CTATGGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTG 448

aQ —

(RN
Sbjct 389 TACCCTGCCACTGGCC

Query 367 426
PEErrrrrr e e e e e e e e e e

Sbjct 449 CCTTTGCCTGGGGGAGTGGTGCCTCGCATGCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCC 508

Query 427 486
Sbjct 509 568
Query 487 546

|\l\|\l\l\l\l\l\l\l\l\l\l\l\l\ |\l\|\l\l\l\l\l\l\l\l\l\l\l\l\
Sbjct 569 CCACGCTTCAATGAGAACAACAGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAAC 628

Query 547 |jielelefe):v-NelelerVXerV:v:XeyNorNeholelehyfiiolo[or:NfiyerV:v-Xehelele):V.VNIFNGOVVVGYN 606
Frerrrrrrrrrrrrreer e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 629 TGGGGAAGGGAAGAAAGACAGTCGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATA 688

[O)SISh VA YV C 7. A GTACTGGTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGHNII
frrrrrrrrrrrrrrr e e e e e
Sbjct 689 CAAGTACTGGTTGAACCTGACCACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAG 748

Query 667 726
Sbjct 749 808
Début de la séquence de la Gal-3 Séquence de la Gal-3 Début de la séquence commune avec le CRD

Site de mutation ponctuelle d’une guanine en une adénine Site de terminaison de la transcription

Figure 105. Comparaison de la séquence nucléotidique de la Gal-3 obtenue, avec la base de
données Nucleotide BLAST.

La base de données Nucleotide BLAST permet de calculer le degré d’identité d’'une séquence nucléotidique donnée (Query),
avec des séquences connues et répertoriées (Sbjct). Elle ne prend pas en compte les nucléotides provenant du plasmide, et
situés en 5’ de 'ATG ou en 3’ du STOP. Les nombres encadrant les séquences « Query » et « Sbjct » représentent la position
des nucléotides sur ces mémes séquences. La séquence nucléotidique de la Gal-3 clonée posséde une identité presque
parfaite (752 nucléotides/753) avec celle du transcrit de la Gal-3 humaine enregistrée dans la base de données : il y a une
substitution de la guanine n°739 par une adénine.
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CRD

Homo sapiens lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (LGALS3), transcript variant 1, mRNA
Référence n° NM002306.3 Longueur : 1017 nucléotides Identité : 100 % (432/432)

64

Sbjct 410 GGCGCCCCTGCTGGGCCACTGATTGTGCCTTATAACCTGCCTTTGCCTGGGGGAGTGGTG 469

124

Query 65

FEEEEEEr et et
Sbjct 470 CCTCGCATGCTGATAACAATTCTGGGCACGGTGAAGCCCAATGCAAACAGAATTGCTTTA 529

184

Query 125

C
FEEEEEEr et et e e e e e e e e e e e e
Sbjct 530 GATTTCCAAAGAGGGAATGATGTTGCCTTCCACTTTAACCCACGCTTCAATGAGAAC

A
[
AAC 589

[V ISh ARSI " GGAGAGTCATTGTTTGCAATACARAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACA GRS
FEEEEEEr et et
Sbjct 590 AGGAGAGTCATTGTTTGCAATACAAAGCTGGATAATAACTGGGGAAGGGAAGAAAGACAG 649

OV ICE o VORI T CGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTGGT TGAACCTGACEEINA
FEErrrrrrrrrrrrree e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 650 TCGGTTTTCCCATTTGAAAGTGGGAAACCATTCAAAATACAAGTACTGGTTGAACCTGAC 709

(OIESY S ANCTOINN C 2. C T T CAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTAAAAA ALY
FEEEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 710 CACTTCAAGGTTGCAGTGAATGATGCTCACTTGTTGCAGTACAATCATCGGGTTAAAAAA 769

OIVISE o VARSI C TCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTGCTTCATAT R
PErrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 770 CTCAATGAAATCAGCAAACTGGGAATTTCTGGTGACATAGACCTCACCAGTGCTTCATAT 829

Query 425 INSOINKE)NVN 436
[EERREERRREE
Sbjct 830 ACCATGATATAA 841

U IRe:  Début de la séquence commune avec la Gal-3  SilSkieHerminaisondelaianscption

Figure 106. Comparaison de la séquence nucléotidique du CRD obtenue, avec la base de
données Nucleotide BLAST.
La base de données Nucleotide BLAST permet de calculer le degré d’identité d’'une séquence nucléotidique donnée (Query),
avec des séquences connues et répertoriées (Sbjct). Elle ne prend pas en compte les nucléotides provenant du plasmide, et
situés en 5’ de 'ATG ou en 3’ du STOP. Les nombres encadrant les séquences « Query » et « Sbjct » représentent la position
des nucléotides sur ces mémes séquences. La séquence nucléotidique du CRD cloné posséde une identité parfaite (432
nucléotides/432) avec une partie de celle du transcrit de la Gal-3 humaine enregistré dans la base de données Nucleotide
BLAST. En effet, le CRD étant une forme tronquée de la Gal-3, a son extrémité N-terminale, I'alignement des séquences n’a été
effectué qu’a partir du nucléotide n°410, marquant le début de la séquence du CRD.

Par la suite, grace au logiciel ExPASy Translate Tool, nous avons traduit les
séquences nucléotidiques obtenues en séquences protéiques correspondantes (figure 108).
La comparaison de chacune des deux séquences protéiques, a la base de données Protein
BLAST, révéle une identité parfaite pour le CRD, et une substitution de 'alanine en position
245 par une thréonine (A245T), pour la Gal-3 (figure 109). Cette substitution traduit la
mutation adénine (739G>A), observée dans la séquence nucléotidique de la Gal-3.
Théoriquement, cette substitution n’a pas d’influence majeure sur I'activité lectinique de la

Gal-3, puisqu’elle n’affecte pas le site de liaison des résidus lactosidiques.
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Gal-3
PNPQGWPGAWGNQ
PGAYPGAPAPGVY

AFHFNPRFNENNRRVTI

NENNRRVIV
VNDAHLLOQYN

Méthionine d'initiation Séquence de la Gal-3 ou du CRD Début de la séquence commune avec le CRD

Figure 107. Traduction des séquences nucléotidiques de la Gal-3 et du CRD obtenues.

Gal-3

Galectin-3 isoform 1 [Homo sapiens] Réf. n°NP002297.2 Longueur : 250 acides aminés  Identité : 99 % (249/250)

60

Query 1

FEEEEEEETErrrrl
Sbjct 1 MADNFSLHDALSGSG

Il
GWPGAWGNQPAGAGGYPGASYPGAYPGQAPPGAYPGQAPP 60

[N G2 Y PGAPGAY PGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSATGAY PATGP Y{efSINe)=miv P Y N I iedel
PErrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 61  GAYPGAPGAYPGAPAPGVYPGPPSGPGAYPSSGQPSATGAYPATGPYGAPAGPLIVPYNL 120

Query

NPT, PGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENNRRV I VCNTKL DN NSRS
PErrrrrrrrrrrrrrerr e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 121 PLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHENPRFNENNRRVIVCNTKLDNN 180

Query

()1 SV AN R NN CREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKKLNE I SKLGI SGD I ]

Sbjct 181 WGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKKLNEISKLGISGDI 240

Query 241 Y 250
ERRREERN
Sbjct 241 DLTSESYTMI 250

CRD

Galectin-3 isoform 1 [Homo sapiens] Réf. n° NP002297.2 Longueur : 250 acides aminés  Identité : 100 % (143/143)

61

Query 2 [©2NINSIMIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHENPRENENN]

Sbjct 108 GAPAGPLIVPYNLPLPGGVVPRMLITILGTVKPNANRIALDFQRGNDVAFHFNPRFNENN 167

RRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKK AR
FEErrrrrrrrrrrrrrer e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 168 RRVIVCNTKLDNNWGREERQSVFPFESGKPFKIQVLVEPDHFKVAVNDAHLLQYNHRVKK 227

Query 62

OISV W R | N T SKIL.GTISGDIDLTSASY TMT g
FEEEEEEEEErr et
Sbjct 228 LNEISKLGISGDIDLTSASYTMI 250

(838, Deébut de la séquence commune entre la Gal-3 et le CRD Mutation Azss—T

Séquence de la Gal-3 ou

Figure 108. Comparaison de la séquence protéique de la Gal-3 ou du CRD obtenue, avec la
base de données Protein BLAST.

La séquence protéique du CRD cloné est strictement identique a celle d’une partie de la Gal-3 humaine de la base de données
Protein BLAST, contrairement a celle de la Gal-3R qui elle, est mutée en position 245 (alanine remplacée par thréonine).
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Une derniére analyse des séquences protéiques, grace au logiciel ExPASy
ProtParam Tool, a permis de calculer que la masse molaire de la Gal-3R non faguée est

égale a 26 kDa, et que celle du CRDr non tagué vaut 16 kDa.

L’étape de clonage étant validée, nous avons, par la suite, utilisé les vecteurs pTrc
Gal-3 et pTrc CRD pour exprimer les PtR, Gal-3 et CRD, respectivement, dans des bactéries
E. coli C41(DE3).

2. Expression de la Gal-3R et du CRDr non tagués, dans la souche
C41(DE3)

2.1. Vérification de I’expression de la Gal-3R et du CRDr non tagués, dans
souche C41(DE3)

2.1.1. Suivi de la croissance bactérienne de la souche C41(DE3)

Nous avons voulu justifier expérimentalement l'intérét d’utiliser une autre souche que
la K12 (NEB B10), pour I'expression de nos PtR. Par la méme occasion, nous avons voulu
vérifier que l'induction de I'expression protéique ne modifiait pas la croissance de la nouvelle
souche testée. Pour ce faire, nous avons comparé la croissance, avant et aprés ajout
d’'IPTG, de la souche K12 (NEB 10) a celle de la C41(DE3), toutes deux transformées avec
les vecteurs pTrc Gal-3 ou pTrc CRD.

Nous avons observé que la croissance des C41(DE3) est plus élevée que celle des
K12 (NEB B10), pour le CRD comme pour la Gal-3R (figure 110). De plus, l'induction de
I'expression de la Gal-3R ne modifie pas la croissance des C41(DE3), contrairement a celle
des K12 (NEB B10), qui elle, est ralentie. Nous pensons que cet effet s’explique par les
propriétés bactériostatiques de la lectine (Farnworth et al., 2008), auxquelles les C41(DE3)
sont probablement résistantes. En effet, cette souche est connue pour sa résistance a la
toxicité de certaines protéines (Dumon-Seignovert et al., 2004; Miroux et Walker, 1996). Le
CRDr, en revanche, n’a pas d’effet bactériostatique, et ce, quelque soit la souche testée.
Cette observation nous a confortés dans notre hypothése de travail, selon laquelle le CRD
ne produit pas les mémes effets que la Gal-3.

Au vu de ces observations, nous avons vérifié que 'augmentation de la biomasse des

bactéries C41(DE3) au cours du temps, reflétait 'expression des PtR souhaitées.
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Bactéries transformées avec le vecteur pTrc Gal-3 Bactéries transformées avec le vecteur pTrc CRD
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Figure 109. Croissance des bactéries transformées par les plasmides pTrc Gal-3 ou pTrc CRD.

Autant pour la Gal-3R que pour le CRDr, la croissance bactérienne est meilleure dans la souche C41(DE3) que dans la K12
(NEB B10) qui en fait, est plus adaptée au clonage moléculaire qu’a I'expression protéique. De plus, la souche C41(DE3),
résistante a la toxicité des PtR exprimées (Dumon-Seignovert et al., 2004; Miroux and Walker, 1996) est plus adaptée a
I'expression de la Gal-3R puisque I'ajout d'IPTG ne modifie pas la croissance bactérienne contrairement au cas des bactéries
K12. Ces dernieres semblent plus sensibles aux propriétés bactériostatiques, connues, de la Gal-3 (Farnworth et al., 2008),
puisque leur croissance est ralentie aprés induction de I'expression de la lectine recombinante. En revanche, le CRDr ne
posséde pas d’effet bactériostatique puisque l'induction de son expression par de I'lPTG ne modifie pas la courbe de
croissance quelque soit la souche bactérienne.

2.1.2. Test d’expression de la Gal-3R et du CRDr non taguées, dans la souche

C41(DE3)

Des échantillons des 4 bouillons bactériens de 10 ml (Gal-3 ou CRD / avec ou sans
IPTG) ont été prélevés a différents temps de culture : t0 (juste avant I'induction), 30 min, 1h,
3h, 6h et 24h. lls ont été centrifugés et, les culots bactériens ont été lysés par du tampon
Laemmli 1X puis chauffés a 95°C, pendant 5 minutes. Nous avons ensuite effectué une
électrophorése sur gel de polyacrylamide a 12%, puis coloré le gel par le bleu de
Coomassie.

L’expression de la Gal-3R n’est effective que lorsque I'on ajoute de I'lPTG dans le
bouillon de culture (figure 110). La quantité de Gal-3R produite augmente au fil du temps,
comme lillustre 'augmentation de l'intensité des bandes correspondantes a la Pt, de t0 a
t+6h (fleches rouges). Quant au CRDr, son expression est également induite par I'PTG
(figure 111), néanmoins, la quantité produite semble stagner au cours du temps. En effet,
l'intensité de la bande correspondante est semblable, de t0 a t+6h.

Globalement, I'induction de I'expression semble plus marquée pour la Gal-3R, que
pour le CRDr. En effet, sur un premier gel concernant le CRDr (non présenté), nous ne
pouvions distinguer aisément les échantillons avec, ou sans IPTG. C’est pour cette raison
que nous avons purifié le CRDr, a partir des micro-culots bactériens, avant de refaire
I'électrophoreése illustrée sur la figure 111. Ainsi, nous avons pu distinguer les échantillons et
voir que I'expression du CRDr était bien induite par '|PTG. Nous avons aussi observé que le

niveau de production de la PtR semble faible et constant au cours du temps.
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En résumé, la souche C41(DE3) transformée ave le vecteur pTrc Gal-3 ou pTrc CRD,
exprime bien la Gal-3 et le CRD recombinants non tagués. Nous I'avons, par conséquent,

mise en culture dans 2L, pour produire les PtR souhaitées en grande quantité.

t0

| 30 min 1h 3h 6h

IPTG 1mM L mm g
75kDa |
50kDa ~!'~g-
37kpa T

2 -

25kDa

\‘
20kDa T
15kDa
10kDa

Figure 110. Test d’expression de la Gal-3R non taguée, dans la souche C41(DE3).

rhGal 3 : contréle Gal-3 recombinante humaine commerciale (non taguée ; 500 ng; 26 kDa). En absence d’IPTG les bactéries
recombinantes n’expriment pas la Gal-3R. Lorsque l'on rajoute de I'lPTG, I'expression de la Gal-3R est induite (fleches
blanches), et la quantité de la PtR augmente en fonction du temps.

- t0 1h 3h 6h
IPTG 1mM
25kDa T > * TP o e
20kDa CRDr
15kDa i
10kDa A A A

Figure 111. Test d’expression du CRDr non taguée, dans la souche C41(DE3).

CRODr : contrdle CRDr (non tagué ; 200 ng; 16 kDa). En absence d’'IPTG les bactéries recombinantes n’expriment pas le CRDr.
Lorsque I'on rajoute de I'lPTG, I'expression du CRDr est induite (fleches rouges). Cependant, la quantité de la PtR produite
semble étre constante au fil du temps.
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2.2. Production la Gal-3R et du CRDr non tagués, par la souche C41(DE3) :

contréle de la purification

2.2.1. Gal-3R non taguée

La figure112 présente la coloration, par le bleu de Coomassie, des Pt contenues
dans les divers échantillons prélevés tout au long des étapes de purification de la Gal-3R.

Les échantillons A et A’ correspondent a I'extrait bactérien brut (A) ou clarifié (A’),
avant son passage sur la colonne de lactose : ils contiennent les protéines bactériennes et la
PtR, identifiée par une fleche rouge.

L’échantillon B correspond a I'extrait bactérien clarifié, aprés son passage sur la
colonne de lactose. Les échantillons C et D proviennent des ringages de la colonne de
lactose. De ce fait, il est tout a fait normal de ne plus retrouver de Gal-3R dans ces
échantillons, puisqu’elle est restée fixée au lactose.

L’échantillon E, quant a lui, correspond a la Gal-3R éluée avec du tampon PBS +
lactose 150 mM, et le F, a la Gal-3R retrouvée aprés dialyse de la préparation. Enfin,
'échantillon G, correspond a la Gal-3R récupérée apres le passage sur la colonne ActiClean
Etox® (Stérogen), en vue de I'élimination des endotoxines bactériennes.

Figure 112. Controéle de la purification de la Gal-3R non taguée, produite dans E. coli C41(DE3).
Le gel a été coloré par du Bleu de Coomassie. rhGal 3 : contréle Gal-3 recombinante humaine commerciale (non taguée ; 500
ng; 26 kDa). A : extrait bactérien brut, avant son passage sur la colonne de lactose. A’ : extrait bactérien clarifié, avant son

passage sur la colonne de lactose. B : extrait bactérien clarifié, aprés son passage sur la colonne de lactose. C et D : liquides
de ringage de la colonne de lactose. E : Gal-3 éluée avec du tampon PBS + lactose 150 mM.

Non seulement la Gal-3R non faguée a été intégralement purifiée, mais en plus, nous
avons réussi a en obtenir 25 mg (12,5 mg/L de bouillon), ce qui représente une quantité trés

intéressante pour nos applications en culture cellulaire.
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2.2.2. CRDr non tagué

Concernant le CRDr, le gel d’électrophorése était similaire a celui de la Gal-3R
(résultat non présentés) ; néanmoins, les bandes correspondantes a la PtR étaient de plus
faible intensité, ce qui traduit le faible rendement de production que nous avons obtenu. En
effet, dans les conditions expérimentales précédemment décrites, la souche C41(DE3) n’a
pu produire que 415 ug/L de bouillon, soit 30 fois moins que la Gal-3R non taguée produite
dans la méme souche.

Nous avons, par conséquent, fait des tests d’expression dans 10 ml de culture, avec
les souches C43(DE3) et Rosetta(DE3). La premiére a des similitudes avec la C41(DE3), et
la seconde est appropriée pour exprimer des PtR hétérologues car elle exprime des codons
rares pour E. coli. De maniére inattendue, aucune de ces deux souches, n'a exprimé le
CRDr dans les conditions expérimentales testées.

La quantité du CRDr, bien qu’étant plus faible (830 ug) que ce que nous attendions,
était suffisante pour effectuer les expériences de compétition avec la Gal-3R. Avant de
recommencer ces expériences, nous avons Vvérifié I'absence d’endotoxines dans les
préparations de PtR, en stimulant des chondrocytes de cing patients arthrosiques avec, puis

en dosant les nitrites dans les surnageants de culture.

3. Tests d’activité biologique de la Gal-3R et du CRDr non taguées

3.1. Gal-3R non taguée

3.1.1. Contréle de I’absence d’endotoxines

Tout comme pour le contrdle négatif (PBS), la concentration de nitrites présents dans
les solutions de Gal-3R, dénaturée thermiquement (A) ou non, est inférieure au seuil de
détection de la méthode (2 pM) (tableau XXVII). Dés lors, nous avons considéré que la
solution de Gal-3R non faguée est exemptée d’endotoxines et, qu’elle pouvait étre utilisée

sans risque, pour les applications de culture cellulaire.

193



Lot de Lot de Lot de Lot de
chondrocytes n°1 | chondrocytes n°2 | chondrocytes n°3 | chondrocytes n°4

PBS <0,5uM <2uM <0,5uM <0,5uM
Gal-3, 40 nM <0,5uM <2uM <0,5uM <1uM
Gal-3, 40 nM, A <0,5 uM <0,5uM <0,5uM <0,5uM
Contréle positif 8,69 M 9,86 UM 4,91 uM 14,04 uM
(IL-1 100 pg/mi ou ’(IL—1p ) ’aL-f ) iLPg) (LPSL;
LPS 10 ug/ml)

Tableau XXVII. Dosage des nitrites dans les surnageants de culture de chondrocytes humains
arthrosiques stimulés par de la Gal-3R non taguée.

Les chondrocytes de quatre patients arthrosiques ont été stimulés pendant 24h, en normoxie, par de la Gal-3 recombinante non
taguée, dénaturée thermiquement (A) ou non, ou par de I'lL-1 ou du LPS, tous deux connus pour induire la production de
nitrites par les chondrocytes (Benton et al., 2002; Palmer et al., 1993).

La préparation de Gal-3R non taguée obtenue, est considérée comme exemptée d’endotoxines, puisque dénaturée ou non, la
PtR n’induit pas de production de nitrites par les chondrocytes stimulés.

3.1.2. Vérification de I'activité biologique de la Gal-3R non taguée

Dans le but de vérifier que la Gal-3R non taguée produite avait bien une activité
biologique, nous avons analysé l'expression du géne MMP-3, dans des chondrocytes
arthrosiques (n=3) stimulés avec la PtR, dénaturée thermiquement ou non. La figure 114
montre que les chondrocytes stimulés par la Gal-3R (40 ou 200 nM) expriment 5 ou 20 fois
plus le géne MMP-3 que les chondrocytes stimulés par la Gal-3R dénaturée (40 nM), qui
eux-mémes, expriment le géne MMP-3 au méme niveau que les cellules contréles. En plus
de confirmer I'absence d’endotoxines dans la préparation de Gal-3R non taguée, ces
résultats démontrent que la PtR posséde une activité biologique sur les chondrocytes
arthrosiques.
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Figure 113. Effet de la Gal-3R non taguée sur I’expression génique de la MMP-3
dans des chondrocytes humains arthrosiques.
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Nous avons voulu confirmer l'activité biologique la Gal-3R non taguée, en étudiant
'expression d’autres génes. Ainsi, nous avons démontré que les chondrocytes arthrosiques
stimulés par de la Gal-3R non taguée, expriment 336 fois plus d’IL-6, et environ deux fois

moins de Col-2 ou d’agrécane, que les cellules contréles (PBS) (figure 114).
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Figure 114. Effet de la Gal-3R non taguée sur I’expression génique de I'lL-6, du collagéne 2 et
de I’agrécane dans des chondrocytes humains arthrosiques.

PBS : controle. Normoxie : 21% O, n=4. p < 0,05.

En conclusion, la lectine recombinante produite conserve une activité pro-
inflammatoire, pro-catabolique et, anti-anabolique, sur les chondrocytes humains
arthrosiques. Par conséquent, nous pourrons l'utiliser pour les expériences de compétition

avec le CRDr.

3.2. CRDr non tagué

De fagon inattendue, les résultats du dosage des nitrites montrent que la préparation
de CRDr est contaminée par des endotoxines (tableau XXVIII). En effet, les chondrocytes
stimulés par du CRDr (40, 120 ou 400 nM), produisent des nitrites dont la concentration est,
non seulement détectable par la méthode de Griess, mais en plus, similaire, voire largement
supérieure, a celle obtenue avec les cellules stimulées par de I'lL-1 ou du LPS. De plus, les
chondrocytes stimulés par le CRDr dénaturé thermiquement (lots n°3 a 5), produisent des
quantités similaires de nitrites que les chondrocytes stimulés par le CRDr non dénaturé. Par
conséquent, les nitrites produits sont le résultat de I'effet des endotoxines présentes dans la
préparation de CRDr. Celle-ci ne peut donc pas étre utilisée telle quelle, pour les
expériences de culture cellulaire et, c’est pour cette raison que nous avons décidé de la faire
passer, une seconde fois, dans une colonne d’élimination d’endotoxines (ActiClean Etox®,

Stérogen).
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Malgré cette seconde tentative, la préparation de CRDr contenait toujours des
endotoxines. De plus, a cause de ce second passage sur colonne, nous avons perdu les
deux tiers de la PtR, d’ou la nécessité d’en produire de nouveau et, en trés grande quantité,
pour la suite du projet. Ainsi, nous avons recommencé deux fois la production de CRDr dans

les bactéries C41(DE3), mais a chaque fois, les bactéries exprimaient trés peu la PtR.

Lot de Lot de Lot de Lot de Lot de
chondrocytes | chondrocytes | chondrocytes | chondrocytes | chondrocytes
n°1 n°2 n°3 n°4 n°5

PBS <0,5uM <2uM <0,5uM <0,5uM <0,5uM
CRD 40 nM 2,43 uM 6,69 uM 5,77 uM Non déterminé* | Non effectue
CRD 120 nM 5,20 uM 9,03 uM 5,34 uM 4,62 uM Non effectué
CRD 400 nM 10,54 uyM 11,14 uM 9,97 uM 13,07 uM 7,73 uM
CRD 400 nM, A Non effectué Non effectué 7,40 uyM 15,21 uM 8,18 uyM
gl‘_’_q"fgg ogimi 8,69 UM 9,86 M 4,91 uM 14,04 UM 4,98 uM
ou 10 pg/ml LPS) (IL-1) (IL-1) (LPS) (LPS) (LPS)

Tableau XXVIIl. Dosage des nitrites dans les surnageants de culture de chondrocytes humains
arthrosiques stimulés par du CRDr non tagué.

Les concentrations des PtR utilisées correspondent a celles qui ont été utilisées ensuite sur les cellules pour les tests d’activité
et les expériences de compétition CRD vs Gal-3.
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Section 3 - Discussion

1. Clonage moléculaire de la Gal-3R et du CRDr non tagués

Nous avons réussi a cloner la Gal-3 et le CRD recombinants, dans le plasmide
pTrcHis modifié, de fagon a retirer le fag His des séquences protéiques correspondantes.
Néanmoins, tandis que le séquengage du vecteur pTrc CRD a montré que la séquence du
CRD était conforme a celle qu’on attendait, celui du vecteur pTrc Gal-3 a révélé une
mutation ponctuelle (739G>A) dans la séquence de la Gal-3R. Au niveau de la protéine,
cette mutation se traduit par la substitution de l'alanine en position 245, en thréonine. En
théorie, elle ne devrait pas affecter l'activité lectinique de la Gal-3R, puisque alanine en
position 245 ne fait pas partie des cing acides aminés impliqués dans la liaison de la protéine
aux résidus lactosidiques (Seetharaman et al., 1998) (figure 115). En pratique, nous avons
démontré que cette Gal-3R mutée conserve son activité biologique sur les chondrocytes

humains arthrosiques (figures 113 et 114).

Figure 115. Modélisation de la liaison lectinique
entre la LacNAc et la Gal-3R.

Cing acides aminés sont impliqués dans la liaison lectinique : 3 arginines (en position 144, 162 et 186, dans la structure
primaire de la protéine), I'acide glutamique en position 184, et le tryptophane en position 181. Dans la structure tertiaire de la
Gal-3, ils forment une poche capable d’accueillir les résidus lactosidiques (ici la N-acétyl-lactosamine, en jaune).

(Seetharaman et al., 1998)
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2. Production de la Gal-3R et du CRDr non tagués

21. Gal-3 R non taguée

En raison des propriétés bactériostatiques de la Gal-3, rapportées dans la littérature
(Farnworth et al., 2008), et démontrées par nos travaux (figure 109), nous avons choisi de la
produire dans la souche C41(DE3) car elle est résistante a la toxicité des PtR
exprimées (Dumon-Seignovert et al., 2004; Miroux and Walker, 1996). Dés linduction de
I'expression de la Gal-3R, les bactéries recombinantes ont été cultivées a 20°C, température
optimale pour limiter la formation de corps d’inclusion (Graslund et al., 2008; Studier, 2005).
Ainsi, la PtR produite se retrouve majoritairement dans la fraction soluble et, par conséquent,
il est aisé de la purifier a partir de I'extrait bactérien clarifié.

La Gal-3R produite, n'ayant plus de tag 6-His, a été purifiée uniquement par
chromatographie d’affinité pour le lactose. Cette seule étape de purification était
suffisamment spécifique et efficace, puisque la Gal-3R produite était pure, et concentrée
dans la fraction éluée, et qu'on ne I'a pas retrouvée dans les liquides de ringage de la
colonne (figure 112).

Grace au changement de la souche d’expression, a I'abaissement de la température
de culture pendant I'induction, et a la suppression d’'une étape de chromatographie, nous
avons réussi a améliorer considérablement le rendement de production de la Gal-3R. En
effet, avec les nouvelles conditions expérimentales, nous avons obtenu 63 fois plus de Gal-
3R non taguée (12,5 mg/L), que de Gal-3R taguée (200 ug/L).

Par la suite, nous avons pu effectuer plusieurs tests d’activité biologique sur des
chondrocytes humains arthrosiques. Nos résultats montrent que, malgré la mutation
739G>A, la Gal-3R non taguée produite, conserve son activité biologique sur les
chondrocytes humains arthrosiques. En effet, elle induit I'expression des génes de
linflammation et du catabolisme matriciel, et inhibe celle des génes de I'anabolisme
matriciel. Nous pourrons, par conséquent, l'utiliser pour les expériences de complétion avec

le CRD recombinant.

2.2. CRDr non tagué

Parmi les trois souches bactériennes utilisées (C41(DE3), C43(DE3), Rosetta(DE3)),
seule la C41(DE3) a exprimé le CRDr. Nous ne parvenons pas expliquer pourquoi la souche
C43(DE3), semblable a la C41(DE3), et la souche Rosetta(DE3), adaptée a I'expression de
PtR hétérologues dans E. coli (Peti and Page, 2007), n’ont pas exprimé le CRD recombinant.
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Au terme de la purification, nous avons obtenu 415 ug de CRD recombinant par litre
de bouillon bactérien, soit 30 fois moins que le Gal-3R non taguée. Or, compte tenu du
changement de la souche d’expression C41(DE3), de la température de culture pendant
linduction (20°C), et du rendement de production de la Gal-3R non taguée, nous nous

attendions a un meilleur rendement. Ce faible rendement peut avoir plusieurs explications :

- soit, 'absence de tag rend le CRDr moins soluble et donc, difficile a purifier. Néanmoins,
cette explication semble peu probable puisque la culture a 20°C, pendant I'induction, est
censée limiter le phénoméne d’insolubilité. De plus, nous avons analysé le culot
bactérien issu de la clarification et, il ne contient pas de CRDr non plus, ce qui nous fait

plus penser a un probléme d’expression ou de protéolyse.

- soit, ces bactéries produisent une quantité raisonnable de CRDr, mais que celui-ci est
dégradé au fil du temps dans le milieu de culture. En effet, lorsque certaines PtR
produites sont laissées dans le bouillon bactérien trop longtemps, elles peuvent étre
dégradées a cause des modifications physicochimiques du milieu. Néanmoins, la

température de 20°C devrait, normalement, inhiber cette protéolyse.

- soit, les bactéries C41(DE3) ne sont simplement pas adaptées a I'expression du CRDr.

Il nous est difficile d’expliquer pourquoi il y a une telle différence d’expression, entre
la Gal-3R et le CRDr, alors qu’ils ont été clonés dans les mémes conditions. La seule
différence réside dans leur taille, et nous pensons, par conséquent, que c’est ce paramétre
qui peut expliquer que le CRDr est moins exprimé que la Gal-3R. Ces observations
soulignent le fait que, méme si deux PtR ont une structure primaire, voire secondaire,
similaire, elles ne sont pas pour autant exprimées de la méme maniére.

En plus du faible rendement de production du CRDr, celui-ci était contaminé par des
endotoxines et donc, inutilisable sur des cellules. Nous avons, par conséquent, essayé
d’éliminer ces endotoxines, mais en vain. Nous avons également recommencé la production
de la PtR, notamment en diminuant la température de la culture en phase d’induction (15°C).

Cependant, les deux tentatives effectuées se sont avérées infructueuses.

Désormais, nous envisageons 3 solutions pour obtenir du CRDr non tagué :

- la poursuite de I'optimisation des conditions de production dans la souche C41(DE3) :
diminution de durée de la phase d’induction (6-8h au lieu de 20-24h), utilisation d’'un
milieu auto-inductible (ZYM5052)
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le clivage d’'une partie de la Gal-3R non tfaguée résiduelle, par de la collagénase de
Clostrodium hystolyticum, suivi d’une étape de chromatographie d’affinité pour le lactise
(John et al., 2003). L'avantage de ce clivage est qu’il permet d’obtenir un fragment de 16
kDa en tout point identique a notre forme tronquée (GAPAGPLI...) et donc, sans aucun
motif d’oligomérisation (PGAYP).

l'expression du CRDr tagué His en grande quantité (dans les C41(DE3)), suivie du
clivage du tag, en gardant a I'esprit que ce clivage peut ne pas étre total, et nécessiter

des optimisations.

en dernier recours, I'expression du CRDr fusionné avec un tag GST, suivie le clivage de
ce tag. Néanmoins cela nécessite de cloner la séquence d’intérét dans un nouveau
plasmide et de disposer de réactifs spécifiques pour ce tag (résine, enzymes, etc.), ce

qui rajoute de la complexité a nos travaux.
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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Nous avons réussi a cloner et produire de la Gal-3R avec un rendement intéressant
et, a caractériser plusieurs de ses effets délétéres sur le métabolisme des chondrocytes
humains arthrosiques. Quant au rbéle antagoniste du CRDr, il n'a été démontré que
partiellement, a cause de linterférence du tag histidine situé en position N-terminale de la
protéine. C’est pour cette raison, que nous avons décidé de concevoir, de produire et
d’utiliser une forme non faguée de CRDr. Cependant, a ce stade du projet, nous n’avons pas
encore pu étudier le réle biologique du CRDr non tagué, en raison des difficultés techniques
inhérentes a sa production.

Actuellement, nous envisageons plusieurs solutions pour améliorer le rendement de
production de cette PiR et, une fois qu’elle aura été produite en quantité suffisante, nous
recommencerons les expériences de compétition. Cette fois-ci, nous ne limiterons plus
'analyse a I'expression génique seule, car elle est peu informative, mais nous I'étendrons a
I'expression protéique (dosage d’activité de MMP, dosage de Ck pro-inflammatoires, de
constituants matriciels...). Grace a ces données géniques et protéiques, nous pourrons
déterminer si le CRD recombinant, apporté de maniére « exogéne », s’oppose réellement
aux effets délétéres de la Gal-3R sur des chondrocytes humains arthrosiques. Si tel est le
cas, alors nous pourrons envisager de développer des moyens d’apport « pseudo-
endogéne » de cette PtR.

Dans cette optique, nous avons congu des outils moléculaires permettant I'expression
et la sécrétion du CRDr, par des cellules eucaryotes. Ainsi, nous avons cloné la séquence du
CRD dans le plasmide pSecTag2Hygro, ce qui permet a la cellule héte d’exprimer la PtR
avec un peptide signal en position N-terminale, et donc, de la sécréter. Pour la suite du
travail, nous envisageons de transfecter une lignée de fibroblastes synoviaux (FS) avec le
vecteur pSecTag2Hygro CRD, puis de doser la concentration du CRDr sécrété dans le
surnageant de culture. Enfin, nous co-stimulerons des chondrocytes arthrosiques avec ce
surnageant et, avec de la Gal-3R. Le but de cette expérience est de vérifier que, le CRDr
apporté de fagon « pseudo-endogene », in vitro, s’oppose bien aux effets de la Gal-3R.

Nous avons également congu d’autres outils moléculaires permettant I'apport
« pseudo-endogene » du CRDr, au moyen de particules virales. En effet, a partir du vecteur
pSecTag2Hygro CRD, nous avons sous-cloné la séquence du CRD « sécrétable » dans le
plasmide pLenti6lacZ, qui nous a ensuite permis de produire des lentivirus recombinants. En
paralléle, le Dr Magali Cucchiarini (Université de Saarland, Allemagne), avec qui nous
collaborons, nous a gracieusement fourni des adénovirus associés (AAV), vectorisant cette
méme séquence de CRD « sécrétable ». Nous projetons, dans un premier temps, d’utiliser
ces virus recombinants pour la transduction de fibroblastes synoviaux, et nous vérifierons

que le taux de CRDr sécrété est supérieur a celui obtenu aprés la transfection des FS.
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En effet, en régle générale, le rendement de transfert d'un ADNc par des vecteurs viraux, est
supérieur a celui du transfert par transfection. De méme que précédemment, nous comptons
effectuer des co-stimulations de chondrocytes arthrosiques avec de la Gal-3R et du CRDr
sécrété par les FS « infectés ». Dans un second temps, nous prévoyons d’injecter ces virus
recombinants dans les genoux de modeéles murins d’arthrite. Ce projet a d’ailleurs été validé
par le Comité d’Ethique Lorrain en Matiére d’Expérimentation Animale en novembre 2012.
Les virus « thérapeutiques » infecteront majoritairement les fibroblastes et
macrophages synoviaux qui, par la suite, seront capables de sécréter continuellement du
CRDr. Cette sécrétion « endogéne » de CRDr permettrait une inhibition rapide et efficace
des effets de la Gal-3 endogéne. Le principal avantage de ces virus, notamment les
lentivirus, est qu’ils permettent la persistance du transgéne au site d’administration pendant
cing a six mois (Gouze et al., 2007). Ainsi, deux administrations annuelles de CRDr sous
cette forme seraient suffisantes pour le traitement de la polyarthrite rhumatoide ou de
larthrose. En effet, ce rythme d’administration constituerait une bonne alternative aux
biothérapies administrées dans la PAR avec une fréquence plus élevée (hebdomadaire a
bimestrielle) (Vivar and Van Vollenhoven, 2014), ainsi qu’aux traitements antalgiques
administrés quotidiennement dans I'arthrose. Toutefois, nous n’en sommes actuellement
qu'a l'étape de preuve de concept. Il nous faut encore surmonter plusieurs difficultés
techniques concernant la production et la validation, in vitro et in vivo, de [lactivité
antagoniste du CRDr, avant de démontrer qu’il posséde de réelles potentialités
antirhumatismales. La figure 116 récapitule les perspectives de travail que nous

envisageons dans notre projet de recherche.

Le développement d’'une protéine recombinante d’intérét thérapeutique est un long
processus avec une place importante de la recherche fondamentale. Celle-ci met en jeu les
étapes de conception, de production, de caractérisation et de validation d’activité biologique
de la protéine, in vitro et in vivo, avant de la soumettre a des études précliniques puis
cliniques. Or chacune de ces étapes fait I'objet de mises au point spécifiques, ce qui allonge

et complexifie encore plus le processus de développement du projet.
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* Amélioration du rendement de production du CRDr non tagué

» Compétition in vitro (sur des chondrocytes arthrosiques):
* CRDrnon tagué (apport « exogéne »)
» versus Gal-3Rnon taguée

* Transfection de fibroblastes synoviaux (FS) avec un vecteur codant la forme « sécrétable » du CRDr
» Quantification du CRDr non tagué sécrété dans les surnageants de culture

» Compétition in vitro (sur des chondrocytes arthrosiques):
» CRDrnon tagué, sécrété dans le surnageant de culture des FStransfectés (apport « pseudo-endogéne »)
» versus Gal-3Rnon taguée

* Transduction de fibroblastes synoviaux avecdes particules virales « codant » la forme « sécrétable » du CRDr
» Quantification du CRDr sécrété dans les surnageants de culture

» Compétition in vivo (injection intra-articulaire dans le genou de modéles murins d’arthrite au collagéne):
» CRDr non tagué, sécrété in situ, par les cellules articulaires de I'animal « infecté » par les particules virales
*vs Gal-3 endogéne, sécrétée dans 'articulation de l'animal arthritique

~,

Figure 116. Perspectives de travail.
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TITRE

Ingénierie des protéines recombinantes d’intérét thérapeutique : conception
d’une forme tronquée de la galectine 3 a potentialités antirhumatismales.

Thése soutenue le 06/10/14 par Mélissa YELEHE-OKOUMA

RESUME :

Les protéines recombinantes d’intérét thérapeutique sont des bio-médicaments obtenus par génie
génétique. Les procédés de leur fabrication sont standardisés, rentables et présentent une sécurité d’emploi pour
le patient. Plusieurs systémes biologiques permettent de produire ces protéines, des cellules procaryotes aux
animaux ou plantes transgéniques, en passant par les levures et champignons, les cellules de mammiféres ou
d’insectes. De nos jours, les protéines recombinantes d’intérét thérapeutique constituent la quasi totalité des 168
bio-médicaments commercialisés en France. Elles sont utilisées dans de nombreux domaines thérapeutiques,
dont la rhumatologie, ou certaines sont indiquées dans la polyarthrite rhumatoide.

La polyarthrite rhumatoide est un rhumatisme inflammatoire dont la prise en charge médicamenteuse est
symptomatique mais aussi étiologique, grace a l'avénement des biothérapies ciblant les cytokines pro-
inflammatoires ou les cellules immunitaires. Néanmoins, de plus en plus de cas de non réponse, d’échappement
aux traitements ou de toxicité sont décrits, ce qui justifie la nécessité de rechercher d’autres cibles
thérapeutiques. L'une de ces cibles potentielles est la galectine 3, une lectine sécrétée dans l'articulation au
cours de la pathogenése de la polyarthrite rhumatoide, mais aussi de I'arthrose, un rhumatisme dégénératif. Dans
ces rhumatismes, la galectine 3 sécrétée localement, interagit avec ses ligands a la surface des cellules
articulaires, ce qui engendre des réactions inflammatoires et des phénomenes de catabolisme matriciel au niveau
des tissus ostéo-articulaires. Ce réle de médiateur pro-inflammatoire et procatabolique, met en évidence l'intérét
de cibler la galectine 3 pour le traitement de la polyarthrite rhumatoide et de I'arthrose.

L’objectif de notre projet de recherche, est de développer une stratégie d’inhibition des effets délétéres
de la galectine 3 dans l'articulation. La stratégie choisie est celle de la compétition de la galectine 3 par une de
ses formes tronquées, qui a une affinité similaire pour ses ligands, mais serait incapable d’engendrer les mémes
effets biologiques.

Dans ce mémoire, nous montrons que nous avons réussi, grace a différents outils de génie génétique, a
produire cette forme tronquée recombinante. De plus, nos tests préliminaires d’'activité biologique, démontrent
que, dans certaines conditions, la lectine tronquée recombinante inhibe partiellement les effets biologiques de la
galectine 3, sur des cellules articulaires humaines. A ce stade du projet, plusieurs optimisations techniques sont
néanmoins nécessaires, dans le but de confirmer nos résultats préliminaires, et de déterminer si cette forme

tronquée de la galectine 3 présente de réelles potentialités antirhumatismales.

MOTS CLES : protéines recombinantes d’'intérét thérapeutique - bio-médicament - ADN recombinant - génie
génétique - ingénierie des protéines - purification de protéines - galectine 3 - rhumatologie - articulation - cartilage
- chondrocyte - arthrose - polyarthrite rhumatoide
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