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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

En janvier 2009, 151 molécules recombinantes, dites biopharmaceutiques, ont obtenu une
autorisation de mise sur le marché délivrée par la Food and Drug Administration (FDA) et
I"European Agency for the Evaluation of Medicinal Products (EMEA) (Ferrer-Miralles et al., 2009).
Parmi ces 151 molécules, 76 ont été produites a partir de cellules de mammiferes.
Nonobstant des concentrations de protéines produites largement supérieures et des
contraintes de mise en ceuvre beaucoup moins importantes, les systemes d’expression
bactériens n’autorisent pas la glycosylation des protéines et les levures ou cellules d’insecte
ne permettent qu'une glycosylation incomplete. Avec plus de 50% des protéines humaines
glycosylées, la glycosylation des protéines représente la modification post-traductionnelle
majeure (PTM) (Wong, 2005). Outre la glycosylation, la production de protéines par les
cellules animales présente 1’avantage de pouvoir généralement assurer la plupart des PTMs,
parmi lesquelles la sulfatation ou encore la protéolyse. Ainsi, les cellules de mammiferes, et
plus particulierement la cellule CHO, apparaissent comme un systeme incontournable pour
la production de protéines recombinantes complexes d’intérét thérapeutique. En effet, les
structures glycanniques des protéines recombinantes produites par les cellules CHO sont
tres similaires de celles des protéines humaines, ce qui confere un avantage certain pour la
production de protéines complexes (Parekh, 1991; Hooker et al., 1995; James et al., 1995). Les
roles des oligosaccharides portés par ces protéines recombinantes sont nombreux. Ils
permettent notamment le controle de la qualité de la protéine a travers l'interaction avec les
molécules chaperonnes et autres récepteurs. Par ailleurs, ils participent au repliement correct
de la protéine, a une protection contre la protéolyse et a une meilleure activité de la protéine.
IIs augmentent la solubilité de la protéine, diminuent I'immunogénicité et permettent de
moduler la demi-vie de la protéine (Curling et al., 1990; Jenkins and Curling, 1994). La
glycosylation apparait donc comme un attribut indispensable au bon fonctionnement de
nombreuses protéines.

Sur le plan des réglementations pharmaceutiques internationales, la FDA pour les Etats-Unis
et 'EMEA pour I'Union Européenne demandent sans cesse davantage de garanties sur la
qualité, la sécurité, l'efficacité et la reproductibilité des produits commercialisés (EMEA,
2002 ; EMEA, 2003 ; Zoon, 2003 ; Mortellaro and Devine, 2007). Dans ce contexte, il est
indispensable pour les industries pharmaceutiques de produire des protéines avec une
qualité équivalente, autrement dit possédant la méme structure primaire ainsi que la méme
glycosylation tout au long du procédé de culture. Or, le processus de glycosylation des

protéines est complexe et la plupart des glycoprotéines se présentent sous de multiples
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glycoformes. La notion de Quality by design (QbD) fait référence a une méthodologie pour
laquelle I'impact d"une modification d"un ou plusieurs parametre(s) opératoire(s) du procédé
sur la qualité du produit est estimé et pris en considération. Cette approche répond aux
nouvelles directives édictées notamment par la FDA pour la production de protéines
thérapeutiques. Cependant, concernant la glycosylation des protéines recombinantes, les
connaissances actuelles ne sont pas encore suffisantes pour permettre 1'établissement d"une
« corrélation » entre les parametres physiologiques et cinétiques de croissance cellulaire et le
profil de glycosylation de la glycoprotéine exprimée, si une corrélation est toutefois possible

(Rathore and Winkle, 2009).

L'IFN-y est une cytokine qui joue, entre autres, un role dans le systeme immunitaire et un
role anti-viral. Cette protéine apparait comme un bon modele d’étude puisqu’elle possede
deux sites de N-glycosylation sur les résidus asparagines 25 (Asn 25) et 97 (Asn 97) et aucun
site de O-glycosylation (Figure 1). Trois glycoformes résultant de la variation d’occupation
des sites de glycosylation peuvent étre distinguées. On parle alors de macrohétérogénéité ou
hétérogénéité de site. Ainsi, des molécules d'IFN-y peuvent étre glycosylées sur deux sites
(glycoforme 2N), sur un site (glycoforme 1N) et sur aucun site (glycoforme ON) (Curling et al.,
1990). La microhétérogénéité ou hétérogénéité de structure fait référence a la composition de
I'enchainement des oligosacharrides qui peut différer entre deux molécules d'IFN-y par
exemple. Depuis 'obtention de 'ADNc codant I'I[FN-y humain (Gray et al., 1982), différentes
équipes de recherche ont étudié et mis en ceuvre

la production de I'IFN-y par les cellules animales

CHO (Devos et al., 1984 ; Hayter et al., 1991;

B> ®m>  IFN-y2N Castro et al., 1992 ; Lamotte, 1997 ; Mols, 2004 ;
Asnzs  Asn 97 Kochanowski, 2005). Leurs travaux ont abouti a

une littérature relativement abondante et en

B> IFNyIN particulier, sur les relations entre les conditions

Asn 25 de culture des cellules et la glycosylation de

IFN-y ON I'IFN-y recombinant.
—_— T

Figure 1: représentation schématique des 3 types de glycoformes potentiellement présentes sur
I'TFN-y

Les conditions de culture peuvent influencer le métabolisme cellulaire et mener a des

glycosylations différentes aussi bien en termes de macrohétérogénéité que de
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microhétérogénéité. La composition du milieu de culture peut étre la cause de modifications
de la macrohétérogénéité de 'IFN-y. En effet, les résultats des travaux de these de Nadine
Kochanowski (2005) réalisés au LRGP ont montré, qu’au cours de cultures en mode
discontinu, la glycoforme 2N est maintenue tout au long d’une culture réalisée avec le milieu
BDM alors qu’avec le milieu RPMI supplémenté par du sérum (FCS-RPMI), une chute de la
glycoforme 2N est observée apres environ 50 h de culture (Kochanowski, 2005; Kochanowski
et al., 2008).
De facon a mieux comprendre les mécanismes conduisant a cette hétérogénéité de
glycosylation, I'étude de facteurs intracellulaires tels que les nucléotides et les nucléotides-
sucres a été effectuée par RP-HPLC au cours des travaux de Nadine Kochanowski (2005). Au
moment ou la proportion des molécules d’IFN-y glycosylées sur deux sites chute, c’est-a-dire
apres 40 a 50 heures d’une culture réalisée en mode discontinu avec le milieu FCS-RPM]I, la
concentration en UDP-Glc et dans une moindre mesure celle de 'UDP-Gal sont plus faibles
que celles obtenues avec le milieu BDM. La charge énergétique, calculée sur la base des
concentrations en nucléotides, et de formule (ATP+0,5ADP/ATP+ADP+AMP), représente la
capacité de la cellule a produire de I'énergie par le recyclage des nucléotides phosphates. Sa
valeur théorique maximale est égale a 1 (Atkinson and Walton, 1967). La charge énergétique
de la cellule demeure constante et proche de 1 avec le milieu BDM alors qu’elle diminue au
bout de 50 h de culture lorsque le milieu FCS-RPMI est utilisé.
L’étude de la composition du milieu BDM révele qu’il s’agit d'un milieu riche en vitamines,
acides aminés, cofacteurs et précurseurs nucléotidiques. Par ailleurs, il contient 3 composés
supplémentaires par rapport au milieu RPMI:

v" Le pluronic F-68

v le citrate de fer

v' I'éthanolamine
L’ajout de vitamines, cofacteurs et autres précurseurs au milieu FCS-RPMI n’a pas permis de
maintenir une charge énergétique élevée. En revanche, lorsque les 3 composés
précédemment cités sont ajoutés au milieu FCS-RPM], la charge énergétique est maintenue
(Kochanowski et al., 2007). Sur la base de ces résultats, il nous a semblé intéressant de
centraliser nos travaux sur une étude plus approfondie de I'impact de ces 3 suppléments au

cours de procédés de culture de cellules CHO produisant de I'IFN-y recombinant.

Ce projet s’est inscrit dans le cadre d’une convention Cifre entre deux laboratoires de
I’'ENSAIA (Lipidomix et LRGP) et la société Genclis. Notre travail a visé a développer les

connaissances concernant l'effet de la conduite de procédé sur la quantité et la qualité de
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I'IFN-y recombinant produit par des cellules de mammiferes CHO, dont notamment la
protéolyse et la glycosylation. Pour cela, 3 questions majeures ont motivé notre démarche :

v' Peut-on définir les conditions de culture (composition du milieu -
supplémentation) qui permettent le maintien d’'un profil de glycosylation
constant de I'I[FN-y au cours d'un procédé de culture de cellules CHO ?

v' Peut-on éviter la formation de séquences tronquées de la forme non-glycosylée de
I'IFN-y produit par les cellules CHO ?

v' Peut-on identifier une relation entre la qualité de la glycoprotéine étudiée et son

activité ?
Dans I’objectif de répondre a ces différentes questions, la démarche présentée dans la Figure
2 a été adoptée au cours de notre étude.

Ameéeliorer la compréhension et la maitrise des parametres influencant la quantité
et la qualité de I'IFN-y produit au cours de procédeés de culture de cellules CHO

=

3 milieux de culture Approche ciblée sur quelques composés

= Citrate de fer
= Ethanolamine
= Pluronic F-68 (PF-68)

= Milieu riche sans sérum et sans protéine
= Milieu pauvre avec sérum
= Milieu pauvre sans sérum et avec protéines

7\

Approche macrocinétique Approche qualitative de I'lFN-y

' V|ab|I|te. ceIIu'Ia|re = Macrohétérogénéité de : = Protéolyse
= Production d'IFN-y la glycosylation de I'lFN-y
= Consommation des substrats (glucose, glutamine)

= Production des métabolites (lactate, ions ammonium)

Etude de larelation Caractérisation des
structure/activité de I'lFN-y protéases impliquées
= test d'activité in-vitro = Zymographie

Figure 2 : Démarche expérimentale adoptée au cours de notre étude
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Ce mémoire est structuré en sept parties.

La premiere partie est consacrée a la synthese bibliographique, et décrit notamment les
différents systemes d’expression utilisés pour la production de glycoprotéines a visée
thérapeutique et diagnostique ainsi que leurs capacités de glycosylation. De plus, les
connaissances actuelles relatives aux différents facteurs susceptibles d’influencer le
processus de glycosylation dans les cellules animales sont présentées. Une description des
différentes modifications post-traductionnelles (PTM) autres que la glycosylation retrouvées
pour les protéines exprimées dans les cellules animales est également présentée ; un accent
particulier est porté sur les données relatives a la protéolyse de 'I[FN-y au cours des procédés
de culture.

La seconde partie détaille les différentes méthodologies expérimentales et les techniques
analytiques utilisées au cours des travaux de cette these.

La troisieme partie est un préambule qui permet de faire un état de l'art des travaux
antérieurs a notre étude et sur lesquels nous nous sommes appuyés pour mettre en ceuvre
notre démarche expérimentale. La comparaison entre les performances cinétiques et
physiologiques des cellules CHO obtenues a partir de deux milieux de culture différents est
donc présentée. Il s’agit d'un milieu de culture riche sans protéine (milieu BDM) et d'un
milieu pauvre contenant du sérum (milieu FCS-RPMI). Outre l'étude physiologique, les
différences obtenues a partir de ces deux milieux en termes de macrohétérogénéité de la
glycosylation de I'I[FN-y est également détaillée. L’obtention de résultats comparables a ceux
obtenus antérieurement au LRGP a donc permis de consolider et valider notre démarche
expérimentale.

La quatrieme partie développe nos résultats concernant l'influence de la composition du
milieu de culture sur la croissance, le déces et le métabolisme cellulaire ainsi que sur la
production de I'I[FN-y. Des cultures discontinues de cellules CHO ont été mises en ceuvre
avec le milieu pauvre RPMI (avec ou sans sérum). L'influence de la présence des composés
tels que le citrate de fer, le pluronic F-68 et I’éthanolamine a été étudiée dans le milieu RPMI
sans sérum. En outre, I'impact du citrate de fer et de différentes formes biodisponibles du fer
a été caractérisé pour des cultures réalisées avec le milieu FCS-RPMI.

Dans la cinquieme partie de ce mémoire, nous avons étudié I'impact de supplémentations du
milieu riche BDM sur les performances cinétiques et physiologiques des cellules CHO. Nous
avons donc ajouté du sérum au milieu riche BDM et comparé les performances cinétiques et
physiologiques obtenues en présence ou en absence de sérum. Nos travaux se sont par la
suite recentrés sur deux des composés (pluronic F-68 et citrate de fer) étudiés dans la

quatriéme partie. En effet, un r6le important de ces deux composés a été montré en termes de
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croissance et de déces cellulaires pour le citrate de fer et en termes de production pour le
citrate de fer et le pluronic F-68 dans les conditions de culture présentées dans le 4¢ volet de
ce mémoire. Nous nous sommes donc attachés a 1'étude de I'influence de ces deux composés
sur la croissance, le déces et le métabolisme cellulaires ainsi que sur la production de I'IFN-y
pour des cultures de cellules CHO réalisées avec le milieu riche BDM supplémenté ou non
avec du sérum.

Dans la sixiéme partie du document, afin de comprendre les propriétés physiologiques et
cinétiques susceptibles d’influencer la glycosylation de I'I[FN-y, la macrohétérogénéité de la
glycosylation de I'I[FN-y a été caractérisée pour la plupart des cultures détaillées dans les 4¢ et
5¢ volets de ce mémoire. Par ailleurs, alors que peu d’études sont consacrées a la
caractérisation d’enzymes protéolytiques présentes dans les milieux de cultures ou produites
par les cellules CHO, nous nous sommes intéressés a la mise en évidence des enzymes
protéolytiques présentes dans nos conditions de culture. Ces analyses nous ont permis de
suspecter certaines activités protéasiques dont notamment celle(s) susceptible(s) d’étre
responsable(s) de la formation de la séquence tronquée de la forme non-glycosylée de 'TFN-y.
Outre leur caractérisation, notre étude a permis de maitriser 1'activité de ces protéases et
donc d’éviter I'obtention d'une séquence tronquée de la forme non-glycosylée de I'IFN-y.
Dans ce 6° volet du mémoire, la relation structure/fonction de 'lFN-y a également été étudiée
in-vitro.

Enfin, la derniére partie de ce mémoire est consacrée aux conclusions et aux perspectives

découlant de ce travail.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

1. Production de protéines recombinantes

1.1. Les enjeux économiques

Grace aux progres accomplis dans les techniques du génie génétique, I'introduction dans une
cellule procaryote ou eucaryote d'un gene provenant d'un autre organisme a permis
d’utiliser la cellule hote en tant qu'usine de production de protéines recombinantes. Ceci n’a

été possible que grace aux nombreuses découvertes antérieures :

la structure de ’ADN par James Watson, Francis Crick et Rosalind Franklin en 1953,

- la structure chimique de I'insuline du porc par Sanger en 1955,

- le code génétique par Marshall Nirenberg et Severo Ochoa en 1965,

- le premier organisme recombinant par Stanley Cohen et Herbert Boyer en 1973,

- la création du premier hybridome recombinant par César Milstein et Georges Kohler
en 1975,

- laproduction du premier anticorps monoclonal a usage diagnostique en 1982.

Enfin, en 1982, la 1¢ autorisation de mise sur le marché (AMM) a été obtenue par Genentech,
Inc. to Eli Lilly pour la production d"une protéine a usage thérapeutique (insuline) appelée
« humulin ». Cette protéine est encore utilisée de nos jours par les patients diabétiques.
Depuis cette approbation, plus de 120 médicaments recombinants ont obtenu une AMM
(Dingermann, 2008). Dans le domaine de la santé, le développement des biotechnologies a
donc contribué a la mise au point de nombreuses molécules thérapeutiques: l'insuline
recombinante pour le traitement du diabete se substitue depuis plus de vingt ans aux
produits d’extraction; le facteur VIII pour le traitement de 1’hémophilie... Toutes ces
molécules recombinantes permettent d’apporter une meilleure tolérance et une sécurité
sanitaire accrue. De nos jours, des millions de patients ont déja pu bénéficier de ces
nouveaux médicaments et vaccins issus des biotechnologies.

Ainsi, de nombreux médicaments recombinants ont été mis au point tels que les hormones
de croissance, les vaccins ou encore les anticorps monoclonaux. En moyenne, le processus de
mise sur le marché d’un biomédicament prend 10 a 15 années. En effet, parmi 5000 molécules
testées en phases d’essais pré-cliniques, seules 5 parviennent en phases d’essais cliniques
(phases I a III). Enfin, parmi ces 5 molécules, une seule en moyenne sera acceptée par les

organismes de réglementations tels que la FDA ou I'EMEA avant de passer en phase d’essai
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clinique IV et étre mise sur le marché (PhRMA, 2008). Selon le rapport de l’Agence
Européenne des médicaments (EMEA) édité en 2008, 633 médicaments recombinants sont en
phase d’essais cliniques ou sous instance d’étre approuvés par la FDA. Ces médicaments
seront utilisés pour le traitement de plus de 100 pathologies dont les cancers (254
médicaments), les maladies infectieuses (162 médicaments), les maladies auto-immunes (59
médicaments) ou encore le SIDA (34 médicaments) (PhRMA, 2008). La répartition de
I'ensemble de ces médicaments recombinants en fonction du type de molécules ou de

pathologies traitées est répertoriée dans la Figure 3.

Antisens 16 A
Thérapie cellulaire 23
Thérapie génique i}:]
Facteurs de croissance |i5
Interférons [ 16
Interleukines |u 10
Anticorps monoclonaux 192
Hormones/Protéines recombinantes 66
Vaccins 223
Autres 44

Maladies autoimmunes 59 B
Maladies du sang |mm 20
Cancers 254
Maladies cardiovasculaires 25
Diabétes [mm 19
Maladies digestives [m 15
Ophtalmologie [us
Maladies génétiques | 11
Problémes de croissance |5
HIV/SIDA/autres 34
Maladies infectieuses 162
Maladies neurologiques [ 18
Maladies respiratoires 27
Dermatologie [ 19
Transplantation |10
Autres 35

Figure 3 : Médicaments en développement issus des biotechnologies regroupés par catégorie de
produits (A) et par catégorie d’application thérapeutique (B) (d’aprés PARMA, 2008).

Les protéines recombinantes constituent le moteur de la croissance biotechnologique et les
enjeux économiques sont colossaux. Le marché mondial des protéines recombinantes est
aujourd’hui en pleine expansion et s’éleve a 50 milliards de dollars (Matasci et al., 2009).
Ainsi, la croissance du marché des biomédicaments devrait conduire a un quadruplement
des capacités mondiales de production sur cellules de mammiferes avec une demande qui
passerait de 625000 litres en 2003 a 2,5 millions de litres en 2010. Parmi les nouveaux
biomédicaments en plein essor, les anticorps monoclonaux et les vaccins recombinants

constituent 2 classes dominantes (Figure 3 & Tableau 1).
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Tableau 1: Liste des produits recombinants a usage thérapeutique issus des biotechnologies et
soumis a la FDA en vue d’étre approuvés (d’aprés PhnRMA, 2008)

Nom de , i ..
) Molécule Société Indication
produit
Traitement contre les maladies auto-immunes
Anti
Actemra® nicorps Roche Arthrite rhumatoide
monoclonal
Ampligen® ARN Hemispherx Syndrome de fatigue chronique
pig Biopharma yn atgt -
Anti
Cimzia™ nicorps Nektar Therapeutics ~ Arthrite rhumatoide
monoclonal
Anti larthri 1 hri
Golimumab nticorps Centocor Spoer}{ arthrite aery osante, ?rt rite
monoclonal psoriasique, arthrite rhumatoide (IV)
Protéine d
Nplate™ roteme de Amgen Purpura thrombopénique auto-immun
fusion
Traitement contre le cancer
Int
Advexin® Thérapie génique n rogen. Cancer du cerveau et du cou
Therapeutics
Genasense® ARN antisens Centa Leucémie Lymphocytaire Chronique
PEG-IntronA® Interféron Schering-Plough Mélanome malin
Provenge® Vaccin Dendreon Cancer de la prostate
Traitement contre les maladies cardiovasculaires
The Medici
Angiomax® Protéine ¢ viedicines Syndrome coronarien aigu
Company
Traitement contre le SIDA
Serostim® Hormone de EMD Serono syn.dro.me 'HIV associe aut syndrome de
croissance redistribution du tissu adipeux
Cervarix® Vaccin MedImmune Prévention contre le papilloma virus
HPV vaccine GlaxoSmithKline pap
Traitement contre les maladies infectieuses
DTaP
a vaccin GlaxoSmithKline Diphtérie, coqueluche, tétanos (pour adulte)
FluBIOk™
u Vaccin Protein Sciences Grippe
Intercell
IC-51 Vaccin Novartis Prévention de I'encéphalopathie japonaise
Pharmaceuticals
Anti
Numax® nicorps MedImmune Prévention du virus respiratoire syncytial
monoclonal
Pentacel® Vaccin sanofi pasteur Diphtérie, tétanos, coqueluche, poliomy¢élite
Traitement contre les maladies de peau
Anti Ad d
Anti-IFN-y nHcorps wavance Psoriasis
polyclonal Biotherapy
Protéine d
Enbrel® ro 61.11 cae Amgen Psoriasis (pour enfant et adolescent)
fusion
. Anticorps -
ustekinumab Centocor Psoriasis
monoclonal
Autres maladies
Anticorps . . - .
LeukoScan® monoclonal Immunomedics Infection des os, appendicite atypique
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1.2. Les différents systémes d’expression, les avantages et les inconvénients

1.2.1. Introduction

Une protéine recombinante résulte de I'expression par un organisme ou une cellule hote
d'un ADN recombiné, étranger ou non. Un systeme efficace de production de protéines
recombinantes s’appuie sur un gene ou un ADN complémentaire (ADNc) codant la protéine
d’intérét, un vecteur d’expression transportant le gene d’intérét et une cellule hote qui
« exécute » les instructions fournies par la séquence codante pour synthétiser la protéine.
Compte tenu du temps nécessaire a la mise au point et au développement d'un procédé de
production, et de I'investissement financier engendré par la commercialisation d’un produit
biopharmaceutique, il est nécessaire de choisir judicieusement le systeme d’expression.
Plusieurs systemes sont aujourd’hui disponibles et chacun d’eux possede des avantages et
des inconvénients. Le choix de 1'hote d’expression sera en partie dicté par les impératifs
économiques, mais la qualité du produit recombinant est également un parametre
déterminant, en particulier pour des produits destinés a étre administrés chez '’homme.

Ces protéines peuvent subir de multiples modifications post-traductionnelles, assurant aussi
leur stabilité et leur activité in-vivo. Ces modifications incluent notamment la protéolyse, la
désamination, la sulfatation et la glycosylation (cf. paragraphe 4 de la synthese
bibliographique). Ces modifications se produisent apres la traduction de I'’ARN messager en
une chaine d’acides aminés et sont spécifiques du type cellulaire considéré. Parmi les
modifications requises pour assurer les fonctions biologiques de la protéine, la glycosylation
représente la modification la plus importante. Les glycannes associés aux protéines sont
extrémement variables en fonction de 1'hote dans lequel la protéine d’intérét est exprimée.
Les protéines recombinantes peuvent donc étre produites a partir de différents systemes
d’expression tels que les organismes unicellulaires (cellules procaryotes ou eucaryotes) et les
organismes pluricellulaires (plantes et animaux transgéniques). Il est tres important de
choisir le systeme d’expression le plus approprié en fonction de l'utilisation envisagée de la
protéine recombinante.

D’un c6té, les systemes bactériens tels que le systeme E. coli font preuve d’une croissance
robuste et d'une grande capacité a produire des protéines recombinantes. Toutefois, ces
protéines peuvent se retrouver sous forme de corps d’inclusion, ce qui rend leur purification
sous forme active tres difficile. Malheureusement, ces bactéries sont incapables de
synthétiser des structures glycanniques a la surface des protéines recombinantes. D’un autre

coté, les cellules animales telles que les lignées CHO, BHK (Baby Hamster Kidney) et les
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myélomes NSO ne sont pas capables de produire de protéines recombinantes en quantité
aussi importante qu’E. coli. En revanche, elles sont capables de synthétiser des protéines de
grande taille ainsi que des structures glycanniques proches de celles retrouvées chez les
glycoprotéines humaines. Les cellules d’insecte via le systeme d’expression baculovirus
offrent une situation intermédiaire entre les bactéries et les cellules de mammifeére. En effet,
des concentrations élevées de protéines recombinantes exprimant des structures
glycanniques simples peuvent étre obtenues. Malheureusement, la glycosylation de ce
systeme se limite souvent a des structures glycanniques de type oligomannosidique (cf.
paragraphe 1.2.3.2 de la synthese bibliographique).

Ainsi, en fonction de la finalité de la protéine recombinante, E. coli, les cellules d’insecte, ou
CHO, BHK, NSO et SP/20 peuvent étre des hotes de choix. Parmi ceux-ci, les cellules CHO
représentent certainement le meilleur systeme d’expression pour produire des
glycoprotéines recombinantes avec un profil de N-glycosylation complexe puisqu’elles sont

majoritairement utilisées aussi bien en recherche académique que dans l'industrie.

Tableau 2: Exemples de protéines recombinantes thérapeutiques produites dans différents
systémes d’expression et commercialisées (1¢* AMM pour chaque systéme d’expression).

. s L Systéme S
Nom Commercial Société Catégorie , Y . Indication AMM
d’expression
Humulin® Eli lilly Insuline E.coli Diabete 1982
RECOMBIVAX HB® Merck Vacein Levures Prévention de 1986
Recombinant (S.cerevisiae) I"'Hépatite B
Tissue Cellules Infarctus du
Activase® Genentech plasminogen animales mvocarde 1987
facteur (tPA) (CHO) Y
Dow Plantes (non- l\IilIaladletclie
Concert™ .. Vaccin nicotine eweastie 2006
Agrisciences chez les
tobacco) .
volailles
Animaux
T Antith i
ATryn® . cIc . ntithrombine transgéniques Thromboses 2006
Biotherapeutic 111 .
(Chevre)
Corvarix® GSK Vacc.m contl.re le (Ec.ellules Canc?r d/u col 2007
Papillomavirus d’insecte de l'utérus
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1.2.2. Les procaryotes

La bactérie E. coli fut et reste le premier hote utilisé pour la production de protéines
recombinantes, la premiere protéine recombinante (insuline) ayant été mise sur le marché en
1982. Ses avantages incontestables sont une excellente caractérisation génétique et
physiologique, un temps de génération court et une bonne adaptation a la culture en masse.
De nombreux vecteurs plasmidiques ont été construits et sont disponibles afin d’insérer et
exprimer un gene étranger. Cette bactérie possede une grande capacité a accumuler des
protéines étrangeres, puisque ces dernieres peuvent représenter plus de 20% des protéines
cellulaires totales. Le niveau d’expression de la protéine recombinante peut atteindre
plusieurs grammes par litre. Toutefois, E. coli est parfois incapable de synthétiser des
protéines recombinantes possédant une conformation tridimensionnelle identique a celle de
la protéine naturelle, en raison de l'absence de protéines chaperonnes spécifiques (Baneyx
and Mujacic, 2004). De plus, les protéines recombinantes sont souvent accumulées dans le
cytoplasme sous formes d’agrégats protéiques insolubles, appelés corps d’inclusions (Fischer
et al., 1993; Kane and Hartley, 1988). Il est souvent difficile de récupérer ces protéines mal
repliées, car les étapes successives de dénaturation et de renaturation sont susceptibles
d’amoindrir l'activité biologique des protéines. Toutefois, de nombreuses études sont
menées afin d’améliorer 1'expression et le repliement des protéines recombinantes produites
par E. coli; (i) I'utilisation de différents promoteurs, (ii) I'utilisation de différentes souches
hotes, (iii) 'expression de protéines chaperonnes, (iv) la diminution de la température, (v) le
sécrétion des protéines dans l'espace périplasmique ou dans le milieu de culture, (vi) le
changement du milieu de croissance cellulaire, (vii) 1'ajout de protéines de fusion, (viii)
I'expression d’un fragment de la protéine, (ix) ou encore la dénaturation et le repliement de
la protéine in-vitro (Chou, 2007; Maldonado et al., 2007; Mergulhao et al., 2005 ; Shiloach and
Fass, 2005; Swartz, 2001 ; Wong et al., 2008).

Le rhM-CSF (macrophage colony-stimulating factor) a par exemple, été produit sous forme
active, avec un taux de repliement proche de 95%, apres une dénaturation suivie d’une
renaturation en présence de glutathion réductase et de faibles concentrations en agents
dénaturants comme l"urée ou le chlorure de guanidium (Tran-Moseman et al., 1999).

Depuis quelques années, une bactérie a Gram négatif, autre qu’E. coli, est également utilisée
pour produire des protéines recombinantes. Il s’agit de Ralstonia eutropha (Barnard et al.,

2004). L’enzyme organophosphorylase, connue pour étre produite sous forme de corps
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d’inclusion chez E. coli avec une concentration inférieure a 0,1 g/L, a été produite avec succes
chez R. eutropha, a une concentration de 10 g/L.

Pour conclure, la principale limite du systéeme bactérien est 'obtention de protéines ayant un
repliement correct et 'impossibilité de réaliser les modifications post-traductionnelles, en
particulier la glycosylation (Swartz, 2001). Soulignons toutefois que des protéines possédant
des N-glycannes ont été détectées chez Campylobacter jejuni, une bactérie a Gram négatif
(Wacker et al., 2002). Néanmoins, les structures N-glycanniques identifiées (heptasaccharide
composé d'un bacillosamine, de résidus GalNac et d'un glucose) different considérablement
de celles retrouvées sur les glycoprotéines des systemes d’expression classiquement utilisés.
Enfin, il est important de s’assurer de 1’absence d’endotoxines dans les protéines purifiées

lorsque le systeme E. coli est utilisé.

Tableau 3 : Principaux avantages et inconvénients du systéme d’expression E. coli (d’aprés Demain
and Vaishnav, 2009).

Avantages Inconvénients

\

v' Expression rapide Difficulté pour assurer les ponts disulfures corrects

Concentrations élevées sauf dans le périplasme

Protéines non glycosylées

AN

v' Caractéristiques génétiques bien

établies Protéines produites avec des endotoxines

v Facilités pour la culture en masse et Formation d’acétate limitant la croissance cellulaire

R NEENEEN

pour les modifications génétiques Corps d’inclusion inactifs

v' Cofit peu élevé

1.2.3. Les eucaryotes

Les cellules eucaryotes telles que les levures, les cellules d’insecte (H5, Sf-9, -21), les cellules
de rein de hamster nouveau-né (BHK), les cellules d’ovaire de hamster chinois (CHO), les
hybridomes et les myélomes de souris NSO ou SP2/0 sont des systemes appropriés pour
exprimer des protéines complexes nécessitant des modifications post-traductionnelles telles
que les ponts disulfures, les N- et O-glycosylations, les ancres glycosyl-phosphatidylinositol

(GPI), qui sont le résultat de I’association d’une protéine, d"un oligosaccharide et d"un lipide.
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1.2.3.1. Les levures

Depuis I'antiquité, les levures sont utilisées dans I’alimentation humaine, pour la fabrication
du pain et des boissons alcoolisées. La plus connue est Saccharomyces cerevisiae, la levure de
boulanger. Elles sont capables de proliférer rapidement dans un milieu simple, peu cotiteux
et en absence de facteurs de croissance d’origine animale. Elles ont de nombreux avantages
par rapport aux bactéries. En effet, ce sont des cellules eucaryotes qui peuvent
potentiellement synthétiser et sécréter certaines protéines recombinantes matures. En outre,
s’adaptant bien a la culture en masse, les fermentations produisent en général une haute
densité cellulaire et le taux d’expression de la protéine hétérologue est généralement voisin
de la centaine de milligrammes par litre. Les levures offrent également I'avantage de n’étre
ni pyrogenes, ni pathogenes (organismes GRAS, Generally Recognized As Safe) et constituent
ainsi un organisme de choix pour la production de protéines a visée thérapeutique. D’autre
part, la sécrétion des protéines hétérologues peut étre effective chez les levures, elle
fonctionne tres bien pour de petits polypeptides comme 1'insuline, mais les résultats sont
moins probants pour les protéines de grande taille. Les protéines synthétisées restant
souvent a l'intérieur du cytoplasme, il est donc nécessaire de lyser les cellules pour pouvoir
récupérer la protéine d’intérét. Les levures s’averent étre incapables d’assurer la sécrétion et
le bon repliement des anticorps monoclonaux. Par ailleurs, certaines levures présentent
I'inconvénient majeur de ne permettre aucune glycosylation des protéines ou une
glycosylation différente de celle retrouvée au niveau des protéines humaines. La co-
expression de la protéine d’intérét avec cinq glycosyltransférases a permis d’obtenir des
protéines recombinantes avec une glycosylation complexe de type GlcNAc:2MansGlcNAc:
(Hamilton et al., 2003). Ainsi, avec les progres de l'ingénierie cellulaire, il est envisageable
que le systeme d’expression des levures puisse permettre la production de protéines
pharmaceutiques complexes dans les années a venir. Toutefois, le vaccin contre I’hépatite B
produit par Saccharomyces cerevisize n’a, par exemple, pas de pont disulfure, bien que les
levures soient capables de le former. Ainsi, les modifications post-traductionnelles ne seront

probablement pas possibles pour toutes les protéines.

D’autres organismes semblent étre de bons candidats pour la production de protéines
recombinantes. Il s’agit notamment des levures méthylotrophes qui peuvent utiliser comme
substrat le méthanol, également inducteur de la production de la protéine recombinante

(sous le contrdle du promoteur de l’alcool oxydase). Les 4 principaux genres de levures
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méthylotrophes connus sont Hansenula, Pichia, Candida et Torulopsis. Ces derniers peuvent
avoir une croissance atteignant des densités de 130 g/L (Gellison et al., 1992). Plus de 400
protéines recombinantes ont été exprimées chez P. pastoris, la plupart étant d’origine
humaine ou mammalienne (Cereghino and Cregg, 2000). Le rendement de production est
généralement meilleur que dans S. cerevisize. Un précurseur de l'insuline a par exemple été
produit a 1,5 g/L (Wang et al., 2001). Le gene d’intérét peut étre placé sous le controle du
promoteur de l'alcool oxydase (AOX1), réprimé en présence de glucose et inductible en
présence de méthanol. Dernierement, le B-amyloide 1-42 recombinant humain a été
synthétisé dans la levure sous contrdle de ce promoteur. Apres deux étapes de purification,
la protéine fonctionnelle a pu étre obtenue avec une concentration de 355 mg/L (Shen et al.,
2008). Un autre avantage de l'utilisation des levures méthylotrophes est le recours de celles-
ci a la respiration plutot qu’a la fermentation, permettant ainsi d’atteindre des rendements
énergétiques plus élevés et en conséquence, une meilleure production de potéines
(Cereghino et al., 2002).

L’un des avantages majeurs de 1'utilisation de P. Pastoris concerne la gly