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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Le marché biopharmaceutique mondial connait, depuis ces derniéres années, des croissances
annuelles de plus en plus importantes. 1l a atteint en 2003, un chiffre d'affaires de 38 milliards
de dollars, représentant ainsi 8% du marché pharmaceutique : plus de 40% des nouvelles
molécules commercialisées étant d'origine biologique. Entre 2004 et 2009, de 82 a 137
nouveaux médicaments biologiques, principalement sous la forme d'anticorps monoclonaux et
des protéines thérapeutiques vaccinales, devraient étre distribués. Ce marché pourrait alors
atteindre prés de 100 milliards de dollars en 2010 et représenter 12% du marché

pharmaceutique mondial.

Actuellement, ce sont les cellules de mammiféres qui sont le plus largement utilisées pour
fabriquer ces produits & haute valeur ajoutée que sont les protéines recombinantes ou les
anticorps monoclonaux. Industriellement, les types cellulaires les plus représentés sont, entre
autres, les hybridomes, les cellules Vero, les cellules BHK et les cellules CHO. Les
hybridomes sécrétent des anticorps monoclonaux tandis que les cellules Vero, BHK et CHO

sont généralement utilisées pour la production de virus et de protéines recombinantes.

Traditionnellement, les milieux de culture cellulaire de base contiennent des acides aminés
fibres, des vitamines, des minéraux et des sucres. La plupart des cellules animales et humaines
requiérent également du sérum pour vivre en culture. Son prix, et surtout sa qualité, sont les
principales préoccupations des industries biotechnologiques. C'est pourquoi, dans l'optique de
réduire au maximum le risque de contamination des produits pharmaceutiques par différents
agents pathogénes, et plus particuliérement le risque d'encéphalopathie spongiforme bovine,
la iégislation tant nationale qu'internationale est en train d'évoluer vers l'interdiction de
{utilisation de produits dérivés d'animaux. Cependant, les productivités des cultures de
cellules animales dont le milieu est déplété en sérum sont généralement moindres, en raison,
dune part, de la faible densité cellulaire atteinte et, d'autre part, des courtes phases de
production. Or, les procédés industriels requiérent une croissance cellulaire la plus élevée

L .
, la conception d'un milieu de culture

possible ainsi qu'une productivité accrue. Par conséquent
sans sérum capable de soutenir de telles performances est fortement souhaitée. Toutefois,

cette approche nécessite, non seulement, didentifier, un ou plusieurs suppléments d'origine
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non animale permettant d’assurer une croissance et une production élevées, mais également
une compréhension trés fine de I'effet de la composition du milieu de culture sur Ia
physiologie des cellules et sur la production de protéines recombinantes. C'est dans cette
optique d'optimisation de milieux de culture, dépourvus de molécules d'origine animale, pour

la culture en masse de cellules animales, que s'inscrit ce travail.

Des études préliminaires ont permis de montrer que plusieurs hydrolysats protéiques d'origine
végétale pouvaient partiellement ou totalement remplacer le sérum de veau foetal, Ainsi, il est
apparu que des peptides dérivés de végétaux (blé, soja, riz, pois ou mais) pouvaient stimuler
la croissance des cellules de la méme facon que le sérum ou ses composés dérivés. De plus,
l'utilisation de ces peptides en tant que suppléments de milieux de culture présente un
bénéfice évident d’un point de vue de la validation du procédé. En effet, les produits
peptidiques végétaux proviennent le plus souvent de procédés simples et donc bien controles,
faisant intervenir une seule étape et une seule enzyme, non animale. En outre, la substitution
des acides aminés libres par des peptides est & la fois fort intéressante d'un point de vue codt
et d'un point de vue assimilation par les cellules. En effet, il a été précédemment montré que

ie transport des di- et tripeptides était favorisé par rapport & celui des acides aminés.
P!

Dans le cadre de notre étude, nous nous intéresserons a la source végétale particuliére que
représente le tourteau de colza, co-produit de l'industrie huiliére de cet oléagineux. En effet, le
tourteau est actuellement disponible en grandes quantités, et constitue une source protéique
peu onéreuse et encore peu valorisée. De plus, sa composition en acides aminés aisément
assimilables peut présenter un intérét supplémentaire lors de son utilisation en culture de
cellules animales. Ainsi, nous nous proposons tout d'abord de présenter le procédé
membranaire permettant d'obtenir différentes fractions peptidiques de colza & partir d'un
hydrolysat enzymatique de protéines de tourteau de colza. Puis, dans un second temps, nous
&valuerons la capacité de différents hydrolysats végétaux, dont ceux de colza, & favoriser la
croissance de cellules CHO lors de leur gjout dans un milien dépourvu de sérum de veau
foetal. D'autre part, nous proposerons un milieu totalement exempt de protéine animale et
enrichi en peptides de colza, permettant de conserver de bonnes capacités de croissance et de
production. Par la suite, nous décrirons le comportement cinétique et metabolique de cellules
CHO, productrices d’interféron gamma, cultivées en milien sans sérum de référence et en

um Supp}é
€

rantd i
imente par une fraction pep

afin de mieux cerner le rOle potentiel des peptides, soit comme agents nutritifs, soit comme



INTRODUCTION

facteurs de croissance, de production ou de survie, des essais complémentaires seront réalisés
avec des apports équivalents en acides aminés libres. Enfin, les atouts de l'ajout de ces
peptides de colza dans les mifieux de culture sans sérum seront plus précisément mis en avant
pour une approche plus applicative. La capacité de la fraction d'intérét de colza a permettre et
a faciliter l'adaptation de différentes lignées cellulaires 4 des milieux sans sérum, mais aussi &
des milieux sans protéine animale, sera alors considérée. L'impact de l'utilisation d'un tel
milieu sans protéine animale sur le métabolisme et la production protéique de deux lignées
cellulaires sera également apprécié. L'influence de l'extrapolation du systéme de culture sera
évaluée. Enfin, les propriétés cryoconservatrices et les possibilités de stérilisation de cette

fraction peptidique de colza seront déterminées.

La démarche expérimentale adoptée durant ce travail est schématisée dans la figure 1.

Effet des composants des milieux de culture : Mode de culture discontinue en:
- protéines animales - plaque 96 puits
- hydrolysats protéiques végétaux - erlenmeyer
- acides aminés libres - flacon agité
- polyphénols (acide sinapique) QO - bioréacteur

=

Atouts spécifiques de la fraction

peptidique de colza :

- Adaptation au milieu sans
sérum et/ou sans protéine
animale de différentes
lignées industrielles

- Cryoconservation

- Extrapolation

- Stérilisation

Cellules CHO : Consommation des substrats ; Enzymes :
- Croissance - glucose - Pyruvaie carboxylase
- Déces - glutamine - Lactate déshydrogénase
- Viabilité Production des métabolites :
- Producti on - lactate
- ions ammonium
- interféron-gamma

Figure 1 : Démarche expérimentale adoptée au cours de notre étude.
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CHAPITRE T'- SYNTIHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Ce chapitre a pour objectif de situer les travaux, présentés dans ce mémoire, dans Ie contexte
~scientifiqueactuel:La premiére partie décrira brisvenent les différents systémes utilisés pour
la production de protéines recombinantes complexes, les principaux procédés employés pour
fa culture de cellules en masse et, enfin, les caractéristiques essentielles des cellules CHO
productrices d’interféron-gamma, utilisées au cours de ce travail. La deuxiéme partie traitera
plus spécifiquement de Tutilisation de milieux de culture sans sérum et des différentes
possibilités de les supplémenter afin d’accroitre leur capacité a promouvoir la croissance et les
capacités productrices des cellules animales en culture. Un intérét particulier sera porté au
colza, une plante oléagineuse constituant une source de peptides végétaux susceptibles d'étre
utilisés en culture cellulaire. Enfin, la derniére partie présentera le métabolisme des lignées

cellulaires continues.

1. Procédés de culture de cellules animales

L1, Principaux systémes d'expression de protéines recombinantes

L.1.1. Avantages et inconvénients

Jusqu'au milieu des années 80, les protéines utilisées & des fins thérapeutiques étaient extraites
de tissus ou de sang (hormone de croissance humaine, facteur VIII de coagulation). Depuis,
Iessor du génie génétique et de la biologie moléculaire a permis la production de. ces

oo e

nratdinas in wtw- nar Ac-a cellnles !«nfm- En affar i1 aat alara daoames seacd I~
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de
cellules de nouvelles potentialités : 'opération consistani & isoler un géne codant pour une
protéine d'intérét, 4 l'associer & des éléments régulateurs capables de diriger la synthése et la
sécrétion de la protéine puis 4 introduire le tout dans un systéme d'expression. Ce dernier peut
étre un organisme unicellulaire procaryote (bactérie) ou eucaryote (levure, champignon,
cellules de plantes, cellules animales), un organisme pluricellulaire tel qu’une plante ou un

animal (expression dans le lait). Actuellement, de nombreuses recherches s orientent vers la
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production des protéines en grande quantité dans des systémes d'expression dépourvus de
cellules ; c'est le cas du "rapid translation system (RTS) proteomaster" de chez Roche Applied
Sciences (Penzberg, Allemagne) qui permet de produire des protéines en quantité variant de

quelques microgrammes a une dizaine de milligrammes (Betton, 2003).

recombinantes a.conduit & essayer de.les produire.dans des "bioréacteurs vivants". Ainsi, leur
sécrétion dans le lait d'animaux transgéniques tels que les souris, les lapins, les chévres, les
moutons, les cochons ou les vaches fut expérimentée (Pollock ez al., 1999 ; Galet ez al., 2001 ;
Larrick et Thomas, 2001). En effet, grice & cette technique, une grande quantité de protéines,
facile 4 collecter et & purifier, était produite. Malheureusement, une telle technologie est trés
longue & développer, trés coliteuse et trés difficile 4 mettre en ceuvre. It est d’ailleurs & noter
qu’une irés petite proportion de ces essais a abouti (Roy et Agarwal, 2003). De plus, d'autres
inconvénients existent face a de telles productions : le risque de contamination des animaux
par des maladies infectieuses mais aussi quelques problémes de modifications post-
traductionnelles qui peuvent étre des caractéristiques des animaux hétes alors que la séquence

protéique est d'origine humaine.

Les plantes ont également éié appréhendées comme des systémes prometteurs pour la

l'utilisation des plantes est la facilité de passage de 1'échelle du laboratoire 4 la production. Le
tabac fut la premiére plante utilisée pour I'expression d'anticorps recombinants (Raskin et al.,
2002). Les plantes sont un systéme & la fois pratique et bon marché pour la production de
protéines recombinantes & grande échelle. En effet, elles représentent 2 & 10% du colt de
fermentation micrebienne et 0,1% du cofit des cultures de cellules de mammiféres (Ma et al.,
2003). Cependant, cette technologie est limitée par des risques environnementaux qui ont déja
fait I'objet de fortes controverses (Dalton, 2003). En effet, les récents événements de
destruciion de piusieurs champs démonirent que i‘opinion pubiique n'est toujours pas préte a

accepter une teile technologie.

Plus communément, les protéines recombinantes sont produites dans des systémes de cultures
cellulaires. Les premiéres cellules & avoir été utilisées furent les bactéries (systéme
procaryotique) et en particulier, £scherichio coli. Ainsi, en 1982, k. coli fut utilisée pour la

premiére fois pour la production commerciale d'insuline recombinante & visée thérapeutique.
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Bien que capable d'exprimer des protéines en grande quantité, k. coli présente tout de méme
plusieurs inconvénients. En effet, non seulement l'expression des protéines se fait souvent
sous la forme de corps d'inclusion, rendant difficile leur renaturation, mais surtout les

modifications post-traductionnelles restent trés limitées.

Finalement, il est apparu que les cellules eucaryotiques comme les cellules d'insectes (Hi
Five, S 9...), les cellules de reins de bébés hamsters (BHK), les cellules d'ovaires de
hamsters chinois (CHO), les hybridomes (fusion de lymphoblastes B sécrétant des anticorps
avec des cellules de myélomes lymphoides qui ont la capacité de se multiplier a Uinfini in
vitro dans un milieu de culture) et les cellules de myélomes murins (NSQ ou SP2/0) étaient
des systémes de. culture commodes pour produire des protéines complexes nécessitant des
modifications post-traductionnelies poussées telles que ies ponts disulfure, les N- et O-
glycosylations, des ancrages GPI, des oligomérisations.... Ainsi, chaque systéme d'expression
présente des avantages et des inconvénients dont les principaux sont résumés dans le tableau
L1
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Hate Avantages Inconvénients
Escherichia - Génétique et physiologie bien connues - Mauvaise sécrétion des protéines
@ coli - Nombreux vecteurs disponibles - Pas de modification
:E <) - Culture en masse post-traductionnelle
s B - Taux d'expression élevés - Entérobactérie : contrle de l'absence
£ < de toxine dans les produits finaux
Saccharomyces - - Bien connu - Mauvaise sécrétion : seules les petites
. § P~ cerevisiae - Pas de toxicité B - __protéines . _peuvent __&fre.. _sécrétées......
S 3 g ‘ - Bon taux d'expression (insuline)
& & »y Pichia pastoris. - Modifications post-traductionnelles - Glycosylation oligomannosidique
é ““E S exclusive (= 40 unités)
Cellules de - Bien connues - Croissance lente
mammiféres - Culture en masse en bioréacteur - Rendements assez faibles
S (CHO -BHK) - Synthése de protéines complexes - Plus fragiles que bactéries ou levures
5 et de masse moléculaire élevée - Milieux de culture cofiteux
E - Sécerétion
= - Modifications post-traductionnelles
H (glycosylation complexe)
‘13. - Systéme d’expression stable
5~
; én Cellules - Facilité d'obtention - Relative fragilité des cellules
8 E  dinsectes - Expression simultanée de - N-glycosylation incompléte
8 plusieurs protéines - Systéme d'expression transitoire
= o L . ; . -
B\ - Expression de protéines de grande taille - Production paralléle du bacuiovirus
g - Taux d'expression élevés
&
': Cellules - Protéines actives - Taux d'expression trés faibles
& végétales - Glycosylation - Mise en ceuvre délicate
E] .
= - Cotit élevé
(3 - Présence de xylose et de fucose liés
en ¢-1,3 (immunogéne)
- Animaux - Production en continu - Investissements lourds
k] transgéniques - Taux d'expression trés élevés (>1 g/l.) - Mauvaise reproductibilité des
2’ - Protéine séerétée dans le lait transgénoses
3~ - Risque de contaminants
g3
)
g — Plantes - Faible cofit - Rendements faibles
g & transgéniques - Glycosylation complexe - Purification difficile
5 - Présence de xylose et de fucose liés
5 en o (immunogéne)

Tableau 1.1 ; Principaux systémes d'expression de protéines recombinantes ; avantages et inconvénients. Les
chiffres entre parenthéses donnent une valeur moyenne de la concentration de protéines produites dans les
différents systémes.
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1.1.2. Principales protéines produites par cellules animales et commercialisées

D'aprés de nombreux experts, le marché des protéines thérapeutiques commence seulement &

émerger et ils prédisent que le nombre de protéines, d'anticorps et de médicaments

peptidiques recombinants disponibles va considérablement augmenter dans les 10 4 20 ans &
venir (Henry, 2000). Actuellement, une centaine de protéines thérapeutiques est disponible

sur-le marché et-génére autour de 17 milliards de- dollars- de-ventes-annuelles. Les-experts- -

estiment qu'en 2010, le marché de ces protéines devrait atteindre plus de 100 milliards de
dollars (GEN, 2003). Le tableau L2 donne quelques exemples de protéines, anticorps et

vaccins recombinants autorisés dans 1'Union Européenne en 2004,

1.2. Culture en masse de cellules animales

1.2.1. Systémes de culture
a. Modes de culture

o (Celiules adhérentes
Par définition, la culture de cellules adhérentes nécessite un support. C’est le mode de culture
utilisé pour la majorité des cellules animales non adaptées & la suspension. Dans le cas de
cultures statiques, il sera constitué par le fond de ia boite de culture ou la surface de flacons

roulants tels que ceux photographiés sur la figure L.1.

Figure .1 : Photographies d'une boite de culture (a) et de flacons roulants (&),
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s o 1%° homologation
Indication principale Producteur
P P pour I'UE
Insuline humaine Diabeéte de type I Lilly, Hoechst, 1987
Novo Nordisk
Interleukine 2 Hypeméphrome (activation des Chiron 1989
Iymphocytes T)
g Hormone de croissance Nanisme Lilly, Pharmacia, 1991
.g humaine Serono, Ferring
2 Novo Nordisk
-3
g Erythropoiétine beta Anémie rénale Boehringer 1992
E Interféron gamma 1b Granulomatose chronique Dr. K. Thomae, 1992
g Boehringer
]
_E Facteur VIII Hémophilie A Bayer AG, Baxter, 1993
.E Armour Pharma
g A Thrombose Dr. K. Thomae 1994
=3
@ TSH Scintigraphie de la thyroide Genzyme 1999
=
‘@ Erythropoietine delta Anémie rénale Aventis 2002
<]
& Antagoniste des récepteurs  Arthrite rhumatoide Amgen 2002
de 1’11
Protéine C activée Eli Lilly 2002
Laronidase Mucopolysaccharidose Genzyme 2003
Abciximab, Reopro® Anticoagulant Centocor 1995
“"5’ Basiliximab, Simulect® Antirejet Novartis 1998
]
-E Rituximab, Mabthera® Leucémie, Lymphome Genentech 1998
% Palivizumab, I1gG AntiRSV Laboratoires Abbott 1999
@  humanisé
v Trastuzumab, Herceptin® - Cancer du sein Roche, Genentech 2000
:°: Adalimumab, Humira® Arthrite rhumatoide Laboratoires Abbott 2003
E Cetuximab Carcinomes du colon. ImClone, Merck 2004
Erbitus®
tigéne de I’hépatite B Prévention del’hépatite B T Smithkline 1989
‘E Toxines pertusiques Tétanos, cogueluche, diphtérie Chiron 1999
2 2 recombinantes,
§ -E Triacelluvax®
> g Toxine diphtérienne Infections infantiles & Wryeth-Lederle 2001
= recombinante glycosylée,  pneumocoque
Prevenar®
Tableau 1.2 : Principales molécules recombinantes sur le marché européen en 2004 (source : http:/fi-s-

b.org/business/recombinant_f.htm).
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Dans le cas de cultures agitées, les supports les plus couramment utilisés sont les
microporteurs. Ce sont des billes de gélatine, sephadex, cellulose, verre ou plastique...,
chargées ou non, ayant un diamétre de 100 a 500 um et une densité légérement supérieure &
celle du milieu de culture (Butler ez al, 1987). En bioréacteur agité, le nombre de
microporteurs utilisés peut varier de 10% 4107 par litre de milieu, les cellules se divisant a leur

surface. Par la suite, des
) ce. Par la suite, de

urid

microporteurs
but d'augmenter la surface disponible pour la colonisation mais aussi de protéger les celtules
des effets néfastes des forces de cisaillement (Cahn, 1990). En effet, avec ces systémes, les
cellules se multiplient & I'intérieur des pores. Gréce a ceux-ci, il est donc possible d'augmenter
les vitesses d'agitation et d’aération. L'utilisation des micro- et macroporteurs présente, de
plus, l'avantage de pouvoir séparer rapidement les cellules du milieu par simple décantation,
d'ou un intérét majeur lors de cultures de type recharge-récolte ou perfusées mais également
lors de I'étape de purification de la protéine d'intérét. Cependant, quelques inconvénients
subsistent : non seulement les porteurs peuvent étre a l'origine d'importants gradients et ainsi
nuire & 'homogénéité du procédé mais ils posent aussi problémes lorsque leur surface

disponible est saturée par les cellules et que I’extrapolation du procédé est nécessaire.

Une alternative a I'utilisation de ces porteurs est la culture de cellules en agrégats, ol chaque
cellule devient alors un support pour ses congénéres. Ces agrégats peuvent atteindre un
diamétre proche du millimétre, sachant que leur taille est directement lide & la vitesse
d'agitation (Moreira ¢/ al., 1995a) et au milieu de culture utilisé (Moreira et al.,, 1995b).
Cependant, dans ce systéme, I'accumulation de couches de cellules peut également limiter la
diffusion de l'oxygene et des nutriments vers les cellules situées & l'intérieur de l'agrégat, et

par 1a méme, engendrer un noyau de cellules nécrotiques.

Une autre méthode permettant de cultiver les cellules adhérentes consiste a les piéger dans des
chambres cellulaires de réacteurs membranaires perfusés, tels que les systémes & fibres

creuses (Chot ez al., 1995).

e (Cellules en suspension
La faculté des cellules a croitre en suspension n'est pas toujours innée. Elle nécessite le plus
souvent une adaptation progressive aux nouvelles conditions, souvent longue et fastidieuse.
Celle-ci requiert, par ailleurs, la désagrégation des amas cellulaires, par action mécanique ou

par ajout de trypsine, a chaque transfert des cellules. Néanmoins, une fois l'adaptation

10
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réalisée, l'utilisation de ces cellules présente plusieurs intéréts ; elles peuvent étre cultivées en
réacteur parfaitement agité ce qui réduit les phénoménes de limitations diffusionnelles tout en
facilitant la prise d'échantilions et le dénombrement des cellules. Restent quelques
inconvénients tels qu'une sensibilité accrue aux contraintes de cisaillement et parfois une
réduction du taux de production de protéines (Chevalot ef a/., 1994) et de la vitesse spécifique
de croissance (Renner ef al., 1993). Cependant, la culture de cellules en suspension est le
systeme de choix pour les applications a grande échelle car elle permet un suivi et un controle
aisé des paramétres environnementaux extracellulaires et donc une possibilité d'extrapolation

plus simple.

b. Systémes de culture 4 grande échelle

Suite au succés récent de la biopharmaceutique, il est devenu primordial que la production de
protéines recombinantes par culture de cellules animales soit suffisante pour faire face 4 la
demande croissante en anticorps monoclonaux et en protéines recombinantes. Ainsi, un intérét
accru a été porté aux techniques de production & grande échelle. L’approche la plus
conventionnelle pour ces productions biologiques a grande échelle est Iutilisation de
bioréacteurs a cuve agitée mécaniquement pouvant atteindre des volumes de 20 000 litres.

(Glaser, 2000 ; Marks, 2003).

smmdemnlas bt Aeao
HlipaiCs oallicios

ta culture de cellules de mammiféres a grande échelle ont toujours

8

&5

.

i ar
été la nécessité de mieux contrdler le procédé, ["accumulation de produits toxiques et
I’oxygénation du fait notamment d’une faible résistance aux forces de cisaillement des
cellules animales. Actuellement, ces problémes, bien que n'étant toujours pas compleétement
résolus, sont & peu prés maitrisés. Cependant, des obstacles supplémentaires sont apparus. En
effet, il est anjourd’hui indispensable de veiller & la qualité du produit fini et de minimiser le
risque de contamination par des agents infectieux apportés par les matiéres premiéres ou par

de mauvaises conditions de culture, tout en maximisant bien évidemment la productivité.

¢ Culture en mode discontinu ou "batch”
11 s'agit d'un systéme clos : dans ce type de culture, il n'y a pas d'addition de milieu de culture
ou de nutriments en cours de culture, hormis l'apport d'oxygéne, de CO, ou de base, ni de
soutirage, mis & part les prélévements d'échantillons destinés au suivi cinétique des cultures.
Les nutriments sont consommeés par les cellules et les métabolites produits s’accumulent dans

le milieu au cours du temps. Généralement, les cellules animales cultivées en mode discontinu

11
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présentent une période de croissance de 3 & 7 jours en fonction des lignées et des milieux de
culture utilisés. L'arrét de la croissance survient dans la grande majorité des cas, & la suite, soit
de I'épuisement d'un ou plusieurs nutriments, soit d’une concentration excessive de co-
produits du métabolisme, inhibiteurs de la croissance. Afin de réaliser plusieurs cultures
discontinues successives, il est possible, en fin de phase de croissance, de vidanger

partiellement le réacteur et de rajouter du milieu frais; on parle alors de culture "recharge-

¢

récolte” ou "discontinue répétée”. Grace a ce systéme, un nouvel ensemencement cellulaire

est inutile.

Au niveau industriel, deux types de bioréacteurs (figure 1.2) sont généralement utilisés en
mode discontinu, le réacteur a agitation mécanique restant trés largement majoritaire (Marks,

2003).

Agitation mécanigue Agitation Airlift

Figure 1.2 : Exemples de bioréacteurs agités employés lors de cultures discontinues

v Réacteurs mécaniquement agités

Ces derniers sont largement utilisés pour la culture de cellules en suspension depuis les
années 60. En effet, les cultures effectuées dans ces réacteurs sont, non seulement, plus faciles
4 extrapoler, mais surfout, leur relative homogénéit¢ facilite le suivi et le conirble des
différents paramétres opératoires. De plus, g
conventionnels ou macroporeux, les cellules adhérentes peuvent également étre cultivées dans
ces systémes. L agitation, généralement réalisée grice & un rotor axial, muni de pales, a pour
fonction principale le maintien relativement homogéne des cellules en suspension. Différents
modes d'aération peuvent étre employés. A petite échelle, ’utilisation d'un diffuseur ou
"sparger” permettant I'injection de I'air ou de 'oxygéne au cceur de ia cuiture a travers un fritté

est courante mais peut causer des dommages cellulaires. Une technique moins incommodante

12
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pour les cellules consiste en une aération de surface réalisée grice au balayage du ciel du
réacteur avec de l'air ou de I'oxygene. Cependant, cette méthode ne permet pas de soutenir des
densités cellulaires élevées telles que celles habituellement atteintes lors des cultures
industrielles. Un autre systéme d’aération consiste alors a utiliser une canne ou un anneau
d’aération plongeant dans le milieu de culture et générant de grosses bulles, mieux tolérées

par les celiules en culture (Fenge ef al., 1993).

v Réacteurs de type gazo-siphon ou "air-lift"

Dans ce type de réacteur, l'agitation et ['aération sont réalisées simultanément 4 'aide d'un flux
montant de bulles d'air au sein de cuves ayant un faible rapport diamétre/hauteur. Ainsi, tout
en induisant des contraintes mécaniques faibles et bien réparties, de bons taux de transfert
d'oxygéne peuvent étre atteints. Ce type de réacteur a été utilisé avec succés pour des cultures
en suspension de cellules BHK, des cellules lymphoblastiques humaines, des cellules CHO,
des hybridomes et des cellules d'insectes, mais reste néanmoins beaucoup moins fréquent que

le réacteur agité par une turbine (Grima ef al., 1997).

e Culture en mode semi-continu, ou "fed-batch"
Dans ce cas, le milieu, concentré ou non, est ajouté par paliers ou en continu, sans aucun
soutirage. On assiste, au cours du temps, 4 une augmentation du volume de milieu de culture
présent dans le bioréacteur, plus ou moins importante selon le type d'alimentation choisi. Ce
systéme permet, par rapport au mode discontinu, de prolonger la phase de croissance
cellulaire, d'augmenter la densité cellulaire maximale des cellules ainsi que la production de la
protéine recombinante (Dardenne ez /., 1994). Cependant, la culture en mode semi-continu
nécessite un travail beaucoup plus important au niveau de la phase de développement afin
d'acquérir une bonne connaissance de la physiologie cellulaire, indispensable au contréle des
différents paramétres opératoires. Depuis peu, on assiste & un intérét croissant pour ce mode

opératoire, favorisé par l'accumulation de connaissances physiologiques de la demmidre

décennie.

e Culture en mode continu, avec ou sans rétention cellulaire
11 s'agit d'un systéme ouvert dans lequel du milieu frais est apporté en permanence alors qu'est
soutiré le milieu usagé contenu dans ie réacteur. Ce mode de culture permet de maintenir une

viabilité correcte des cellules durant une longue période, pouvant aller jusqu'a plusieurs mois

13
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ainsi qu’un environnement stable. En effet, les nutriments étant apportés en continu et les

métabolites étant évacués, le systéme de culture fonctionne alors en régime permanent,

v Cultures continues sans rétention cellulaire

Dans ce cas, les cellules sont soutirées en méme temps que le milieu. Ce systéme est trés

fonction des paramétres opératoires faisant varier l'environnement cellulaire (Goergen, 1992 ;
Hayter e al., 1993). Dans l'industrie, la capacité des réacteurs continus sans dispositif de
rétention cellulaire est au maximun de 2 000 litres. Cependant, ce mode de culture reste peu

employé du fait des faibles productivités obtenues.

v Cultures continues avec rétention cellulaire ou cultures perfusées

De nombreux systémes de perfusion ont été développés : ils permettent, & la fois I’apport
continu de milieu neuf et le soutirage du milieu usagé, tout en maintenant les cellules dans le
réacteur. Ces réacteurs supportent des densités cellulaires élevées et permettent d’étendre la
durée de production. Le systeme perfusé présente plusieurs avantages par rapport au systéme
discontinu ou semi-continu. Le changement continu du milieu engendrant 1'élimination des
co-produits toxiques et des produits sécrétés réduit les risques de dégradation des protéines
une seu ation (Deo ef al.,
Une meilleure efficacité économique, du fait d'une productivité accrue, est également
mentionnée (Roth ef al., 1997). En effet, les réacteurs de type perfusé sont capables de
supporter des productions commerciales sans nécessiter d’équipement a grande échelle car le
volume du réacteur peut étre diminué de plus de cent fois par rapport & une culture
discontinue. Cependant ’utilisation d’une telle technique présente un risque élevé de
contamination du fait de la complexité du dispositif mis en ceuvre. Ainsi, trés peu d’industries
pharmaceutiques ont choisi d'utiliser de tels systémes perfusés pour des productions GMP 3
but commercial. Les cultures de cellules de mammiféres a grande échelle restent
habituellement réalisées avec des procédés discontinus ou semi-continus. Pourtant, depuis
quelques années, les industries apportent de plus en plus d’attention aux procédés perfusés
(Chu et Robinson, 2001), notamment pour la production d’anticorps monoclonaux a usage

diagnostique.

14
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Les réacteurs perfusés peuvent étre classés en deux grandes catégories (figure 1.3) :

o ceux dans lesquels les cellules sont maintenues statiques, exclusivement dans la
chambre celiulaire : le milieu est apporté aux cellules qui sont retenues soit entre 2
membranes planes (Seewdster ef al., 1997 ; Goergen et al., 1994), soit a l'intérieur d'un
faisceau de fibres creuses (Choi ef al., 1995) ou d'un module en céramique (Applegate et
Stephanopoulos, 1992), en plastique (Kadouri ez al., 1997) ou en gélatine (Tinto et al., 1997).
Ces systémes présentent 'avantage d'étre compacts et d'éviter de soumettre les cellules & des
forces de cisaillement trop importantes. Cependant, les transferts d'oxygéne et de nutriments
sont parfois limités et le contrdle des paramétres opératoires s'avére souvent difficile, la prise
d'échantillons n'étant pas toujours réalisable.

* ceux dans lesquels les cellules circulent en dehors de la chambre cellulaire ; dans ce
cas, les cellules sont retenues dans le réacteur a l'aide d'un dispositif placé 4 l'intérieur ou 4
l'extérieur du réacteur sur une boucle de recyclage. Les cellules peuvent étre séparées du
milieu par l'emploi d'une cartouche de micro- ou ultrafiliration (Brotherton et Chau, 1995 ;
Pinton, 1991), par un filtre rotatif (Yabannavar et ol., 1994), par centrifugation continue
(Tokashiki et Takamatsu, 1993), par sédimentation gravitationnelle (Searles et /., 1994) ou
acoustique (Sonderhoff, 1996).

Cependant, on retiendra qu'il n'existe pas de systéme idéal car chacun posséde des avantages

cellulaire, [a faisabilité technique et par les impératifs économiques.
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Figure 1.3. : Exemples de bioréacteurs employés pour les cultures perfusées de cellules animales.
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c. Systémes de culture & usage unique, utilisables a "grande" échelle

L'utilisation de systémes de culture  usage unique est actuellement en plein essor. En effet,
ces derniers présentent de nombreux avantages. Réalisés le plus souvent en polyméres, ils
sont stériles et préts & l'emploi. Les étapes de stérilisation ainsi que les risques de
contaminations croisées entre différentes manipulations sont ainsi évités. De plus, le temps
d'installation est considérablement réduit car les besoins en équipements en acier inoxydable
sont restreints, voire éliminés. De méme, l'utilisation de composants jetables permet de
minimiser les étapes de validation qui consistent dans ce cas a remplir les certificats
correspondants au matériel a usage unique. De nombreux systémes de ce type sont maintenant
commercialisés. Les principaux sont présentés dans le tableau 1.3. Leur capacité dépasse
rarement quelques litres et reste donc peu compatible avec des productions industrielles
massives. Cependant, ['un de ces systémes permet de réaliser des cultures en mode discontinu,
semi-continu ou perfusé pouvant atteindre 500 litres. 1l s'agit du bioréacteur a vagues ou
"BioWave", Celui-ci génére un mouvement oscillatoire sur le milieu de culture, afin d'obtenir
une aération et un mélange sans cisaillement. Une ventilation et aération continues du ciel

garantissent un bon apport en oxygéne et une élimination des gaz métaboliques.
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Dispositif Exemples Capacité Principales caractéristiques
- d Pas d'extrapolation (limitation en
; acons de roux oxygene)
Flacons do fou Spinners 10mLa3L 8
¢ Fiacons roulants Largement utilisé
Surface importante

Systémes 1200 a 24 000 om’® Manipulation laborieuse

"multiplateaux” (2 4 40 plateaux)

Extrapolation-difficile-—-— -

Fibres creuses

5.10° cellules/module

Difficile & mettre en ceuvre
Risque de contamination

Réussites variables

Cell Cube,

Systémes en nids
d'abeille

Surface d'adhésion
(jusqu'a 85 000 cm?)

Difficiles 4 manipuler

Utiles pour des applications
particuliéres

Extrapolation difficile

Systémes rotatifs
(Saarinen et
Murhammer, 2000)

Quelques millilitres

Difficiles 4 utiliser

Utiles pour des applications
particulieres (thérapie cellulaire)

Extrapolation difficile

Systémes
oscillatoires

(Hu et al,, 2003)

Wave Bioreactors

Systéme 4 bascule
(Singh, 1999)

100 mL 4500 L

Facilement extrapolable

Simple d'utilisation

Tableau I.3 : Principaux systémes de culture de cellules animales, & usage unique.

d. Paramétres opératoires des cultures en bioréacteur

la cellule peut-étre maintenue en croissance entre 36,5°C et 38°C. (Weidemann ef al., 1994

Ducommun e¢f al., 2002). Au-deld de ces valeurs, la croissance est fortement ralentie et le
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déces activé dans le cas d’une température supérieure 4 38°C ; une régulation précise doit

donc étre envisagée a I'aide d'une sonde pt 100.

= Oxygeéne dissous
L'oxygene est un facteur primordial pour la croissance des cellules animales. En effet, sa

consommation est généralement comprise entre 0,05 et 0,5 mmol Ox/h.10°cellules. La

‘majorité dés bioréacteurs comporte un systéme de contrdle de I'oxygéne dissous utifisant une
sonde stérilisable et des électrovannes. Son niveau est habituellement fixé entre 40 et 60% de
la saturation en air afin d’éviter les effets limitants ou inhibiteurs de concentrations trop
- faibles ou trop élevées. Pour atteindre ces valeurs, différents systémes d’aération peuvent étre
utilisés. On citera par exemple I’aération de surface, I’aération par un sparger, I’aération par
des systémes de colonne a bulles, air-lift ou encore des aérations par membrane, par grille, par

ule canne ou €Ncore par un anneau aération.

= Agitation
Les cellules animales étant assez sensibles aux effets des forces de cisaillement, une agitation
modérée s'avére indispensable (Senger et Karim, 2003). Elle sera établie en fonction du
volume utile du réacteur. Ainsi, par exemple, pour une méme vitesse en bout de pale,
l'agitation sera, dans le cas d'un réacteur de deux litres, d'environ 50 rpm alors qu’elle sera

plutét de ’ordre de 5 rpm dans un réacteur de 1 000 litres.

v Osmolarité
En culture de cellules animales, il est important de maintenir une pression osmotique normale
dans le milieu de culture. En effet, une solution hypotonique risque de faire éclater les cellules
sans paroi rigide, en provoquant une entrée massive d'ean par osmose. Une solution
hypertonique pourra également avoir des effets néfastes sur la vitesse de croissance mais par
contre- pourra avoir une--action positive - sur -la - vitesse de production “des protéines
recombinantes produites. Pour les cellules de mammiféres, la valeur normale est de 300-320

mOsm.

1.2.2. Principaux composants des milieux de culture de base

Lorsqu’une cellule est séparée de son tissu ou organisme d’origine, c’est le milieu de culture

qui est chargé de reproduire au mieux les conditions environnementales et nutritives qu’elle a
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connues in vivo. Gréce 4 cela, la cellule pourra proliférer et produire des molécules d’intérét.
Traditionneltement, les cellules animales sont cultivées dans des milieux de base contenant
une source carbonée, des acides aminés dont la glutamine, des éléments minéraux et des
oligoéléments, des vitamines et un systéme tampon. Ces milieux sont manufacturés sous
forme liquide, concentrée ou préte 4 I'emploi, ou sous forme de poudre. Leurs principaux
constituants son
= Glucose
La plus importante source d’énergie et de carbone des cellules animales est constituée par les
sucres et notamment le glucose (5-40 mM selon les milieux de culture utilisés). Cependant,
dans le but de limiter la production de lactate, il peut étre remplacé par d’autres glucides, qui
seront métabolisés plus lentement. Ainsi, le glucose peut étre substitué par du maltose (Duval
et al., 1992), du galactose (Wagner, 1990 ; Altamiro er al., 2000), du fructose (Imamura ez al.,

1982) ou encore du mannose (Jayme, 1991).

= Glutamine
Au niveau de sa concentration, [a glutamine est le deuxiéme composant du milieu de culture.
Sa concentration est 10 & 100 fois plus élevée que la teneur des autres acides aminés : 0,7-5
mM. Elle représente une importante source de carbone et d'énergie pour les cellules animales
en cuiture. C'est un précurseur de la synthése des purines, des pyrimidines, des sucres amiids,
de D’asparagine, de l’acide aspartique ainsi que de la proline. Elle sert également de
composant régulateur lors de la réplication de I'’ADN. Une carence en glutamine peut
conduire non seulement & un arrét de la croissance cellulaire dii & une inhibition de la synthése
de ’ADN et/ou & une réduction de la formation des sucres aminés, mais aussi, au
déclenchement du phénoméne d'apoptose (Singh ez al,, 1994 ; Meneses-Acosta et al., 2001).
En effet, la plupart des cellules animales étant dépourvues de glutamine synthétase
{(hybridomes et myélomes) ou ayant une activité trés faible (BHK et CHO), elles ne sont pas
capables de synthétiser elles-mémes de la glutamine & partir du glutamate et des ions
ammonium (Hayward ez a/., 1986 ; Bebbington er al., 1992 ; Neermann et Wagner, 1996 ).
Dans le but de réduire la production des ions ammonium, toxiques pour les cellules en culture,

la glutamine est parfois substituée par des dipeptides (Dardenne, 1995).
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»  Acides aminés
La concentration initiale de chaque acide aminé (hormis la glutamine) est généralement
inférieure 4 1 mM. Ce sont fes principaux pourvoyeurs d’azote et ils sont donc impliqués dans
la synthése des protéines et des nucléotides. La culture in vitro de cellules de mammiféres
nécessite non seulement ’emploi des huit acides aminés indispensables 4 I’homme,

(isoleucine, leucine, lysine, méthionine, phénylalanine; thréonine, tryptophane, valine) mais

" “aussi celui de cing acides aminés supplémentaires, (arginine, cystéine, glutamine, histidine et
tyrosine). Certains milieux en contiennent méme davantage. En effet, un enrichissement du

milieu en acides aminés est souvent bénéfique pour les cultures en bioréacteur,

= Lipides )
Ils ‘sont utiles & I’édification des membranes cellulaires et en tant que réserve d'énergie -
métabolique. En culture de cellules animales, ils sont principalement représentés par les
acides gras tels que l'acide linoléique et I'acide oléique ainsi que le cholestérol fournis par le
sérum de veau feetal (Mizrahi et Lazar, 1988). Aussi, lors de I'utilisation de. milieu sans
sérum, ils sont généralement rajoutés au milieu de base, (Barnes et Sato, 1980 ; Glassy-ef al.,
1988 ; Castro er al., 1992). Cependant, étant difficilement solubles dans l'eau, ils sont
généralement apportés sous forme de lipososmes constitués d'un mélange de lipides (Iécithine,

cholestérol, sphingomyéline...) (Kessler, 1994 ; Martial ef al., 1995).

= Eléments minéraux
Les ions inorganiques (calcium, magnésium, phosphate, potassium et sodium) présents dans
les milieux de culture permettent le maintien du pH et de I’osmolarité du milieu, le transfert
de signaux ou de molécules & travers les membranes. Iis jouent encore le role de cofacteurs
enzymatiques. De plus, des ions métalliques, a I’état d’éléments traces, peuvent également
étre ajoutés dans les milieux de culture pour favoriser Ia croissance cellulaire et/ou remplacer

ia transferrine.

*  Vitamines
Généralement, les milieux utilisés pour la culture in vitro des cellules de mammiféres
contiennent huit vitamines, principalement issues du groupe B : "acide folique, la choline, la
nicotinamide, I’inositol, le pantothénate, fe pyridoxal, la riboflavine et fa thiamine et parfois la

biotine.
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= Désoxyribonucléotides et désoxyribonucléosides
Ce sont les constituants essentiels de I’ADN et de I’ ARN. IIs sont notamment indispensables
dans le cas de propagation de lignées déficientes en déhydrofolate réductase qui sont alors

incapables de synthétiser une partie d’entre eux.

= Sérum
En-dépit-du-développement important des-milieux sans-sérum-& I'échelle industrielle; force est--
de reconnaitre que le sérum est toujours largement utilisé dans la formulation des milieux de
culture pour cellules animales. En effet, son ajout est souvent indispensable pour assurer la
croissance cellulaire bien que sa composition ne soit pas complétement définie et connue. Sa
concentration dans le milieu de culture varie entre 2 et 20%. Le sérum le plus couramment

employé est celui de veau foetal.

= Surfactants
Afin de protéger du mieux possible les cellules contre les forces de cisaillement, différents
surfactants peuvent étre ajoutés dans les milieux de culture. L'un des plus utilisé est le
Pluronic-F68, un polyol constitué a 50% de polyoxypropyléne (hydrophobe) et & 50% de
polyoxyéthyléne (hydrophile). Son rdle protecteur a été montré pour la premiére fois en 1977

lors de culture de cellules de mammiféres (Mizrahi, 1977).

»  Antibiotiques
De nombreux antibiotiques peuvent é&tre utilisés en culture cellulaire : pénicilline,
streptomycine, gentamycine, néomycine, kanamycine... Cependant, ils sont coliteux, parfois
peu stables au cours du temps et toxiques pour les cellules lorsqu'ils sont présents & des
concentrations trop élevées. Aussi, ils sont principalement utilisés pour la sélection des clones

et/ou 'amplification des cellules et parfois pour des cultures réalisées a petite échelle.

L.3. La lignée cellulaire CHO

Trois types cellulaires sont principalement utilisés pour l'expression permanente de protéines
recombinantes ou d’anticorps monoclonaux. 1l s'agit de la lignée CHO, de la lignée BHK et
des hybridomes. Cependant, l'utilisation des cellules CHO prévaut toujours actuellement car
elles présentent de meilleures performances pour la synthése et la sécrétion des protéines

recombinantes, la résistance aux forces de cisaillement, la tolérance aux changements de
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conditions de culture et pour leur temps de génération relativement court. De plus, le nombre
important de données physiologiques et métaboliques accumulées font désormais de ces
cellules, un héte de choix.

Clest en 1957, que Puck e al. ont établi une lignée fibroblastique & partir de 'ovaire de
hamster chinois. Actuellement, la plupart des lignées CHO recombinées utilisées résultent de

ja transfection du géne d'intérét et du géne de la dihydrofolate réductase (dhfr) dans une

“lignée CHO déficiente en cette enzyme, isolée par Urlaub et Chasin en 1980. Cette
construction- permet la sélection et I'amplification du nombre de copies du géne par le
méthotrexate (Morelle, 1993). La température de croissance optimale des cellules CHO est de
37°C, un pH légérement alcalin (7,2 & 7,4) est souhaitable. Letir temps de génération varie
entre 12 et 24 heures selon les lignées et les conditions de culture utilisées. Les cellules CHO
ont été propagées dans des milieux avec ou sans sérum voire méme sans protéine (Hamilton et
Ham, 1977) et ont été utilisées pour la premiére fois en 1987 pour la production du tPA
(Lubiniecki ez al. 1988) puis par la suite pour celle de cytokines, facteurs de croissance,
“hormones, constituants sanguins, enzymes et vaccins (Hodgson, 1993). La lignée CHO

utilisée au cours de ce travail est productrice de l'interféron-y.
1.4. L'interféron-y

1.4.1. Présentation

Dans le systéme immunitaire, la communication entre les lymphocytes T, les lymphocytes B,
les monocytes et les macrophages est réalisée par diverses molécules solubles appelées
cytokines. Au-deld du systéme immunitaire, les cytokines participent au langage universel
partagé par toutes les cellules de I’organisme dés lors que celles-ci sont munies d’un récepteur
membranaire spécifique. L expression des cytokines n’est pas constitutive et doit donc étre
induite. La famille des cytokines est divisée en plusieurs groupes : interleukines (IL-1 & IL-
10), interférons (o B, @ ef v) et tumor necrosis factor I’T'T\Tl?_n ) pm.r los principales
(Cavaillon, 1993). Les interférons ont en commun une activité anti-virale. Ils sont divisés en
deux types distincts : type I'(IFN-, B et ©) et type II (IFN-y). Les génes des interférons du
type I sont codés sans intron et portés par le chromosome 9 tandis que celui de Iinterféron-
gamma comporte trois introns. Chez I’Homme, il est porté par le chromosome 12 (Charley et

La Bonnardiére, 1993). L interféron-gamma est également appelé interféron immune.
8 pp
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1.4.2. Structure

La séquence de I’ADNc de I’interféron-gamma humain a une taille de 1,2 kb. Elle a été
clonée par Gray ef al., en 1982. La protéine sécrétée comporte 143 acides aminés et aucun
pont disulfure. Son extrémité N-terminale est bloquée par un résidu glutamine sous forme de

pyroglutamate (Rinderknecht ef o/, 1984} L

privée deplusteurs-acides aminés-avant sécrétion par les-cellules CHO-(€urling-et-al;-1990).

La masse moléculaire théorique découlant de la structure primaire du polypeptide est de 17,1
kDa (Gray et al., 1982). La structure tridimensionnelle de linterféron-gamma a été
déterminée par Ealick ef al. (1991) et Grzesiek ef al. (1992). L’interféron gamma est un
homo-dimeére. La structure dimérique est compacte et relativement symétrique (figure 1.5).
Chaque monomére est constitué de six hélices alpha reliées par plusieurs boucles. 1l
n’apparait pas de feuillet B. La forme monomérique est également active (Saraneva et al,,
1994).

La chaine polypeptidique naturelle ou recombinante présente deux sites de glycosylation de
type N: ASN 25 et ASN 97, ainsi que le présente la figure L5. Cependant, des degrés de
glycosylation différents peuvent étre retrouvés. En effet, I'interféron gamma peut avoir deux
sites (2N), un site (IN) ou aucun (ON) des sites de glycosylation occupés par des glycannes

(Kelker ef al., 1984). Dans le cas de Pinterféron-gamma mono-glycosylé, le glycanne est

T T .

porté par le site ASN 25 (James ef al., 1995).
i w0 20
GLN-ASP-PRO-TYR-VAL-LYS-GLU-ALA-GLU-ASN-LEU-LYS-LYS-TYR-PHE-ASN-ALA-GLY-HIS-SER.
30 40
ASP-VAL-ALA-ASPLY-THR-LEU-PHE-LEU-GLY-ILE-LEU-LYS-ASN-TRP-LYS-GLU-GLU-SER-
50 60
ASP-ARG-LYS-ILE-MET-GLN-SER-GLN-ILE-VAL-SER-PHE-TYR-PHE-LYS-PEU-PHE-LYS-ASN-PHE-
70 80
LYS-ASP-ASP.GLN-SER-ILE-GLN-L YS-SER-VAL-GLU-THR-ILE-LYS-OLU-ASP-MET-ASN-VAL-LYS-
90 100
PHE-PHE-ASN-SER-ASN-LYS-LY5-LYS-ARG-ASP-ASP-PHE-GLU-LYS-LEU-THR; R-SER-VAL-
. 11 120
THR-ASP-LEU-ASN-VAL-GLN-ARG-LYS-ALA-ILE-HIS-GLU-LEU-ILE-GLN-VAL-MET-ALA-GLU-LEU-
170 140
SER-PRO-ALA-ALA.LYS-THR-GLY-LYS-ARG-LYS-ARG-SER-GLN-MET-LEU-PHE-ARG-GLY-ARG-ARG-
1

ALA-SER-GLN

Figure 1.5 : Structure primaire d'un monomére de l'interféron-gamma humain (d'aprés Rinderknetch e al., 1984).
Les deux sites potentiels de glycosylation sont encadrés.
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14.3. Réle et utilisation thérapeutique

L’interféron-gamma a ét€ mis en évidence en 1957, chez des fibroblastes de poulet par Isaacs
et Lindenmann. Depuis, on sait que celui-ci peut-étre exprimé par deux types de cellules : les

lymphocytes T et les cellules tueuses naturelles (Farrar et Schreiber, 1993). Divers inducteurs

peuvent engendrer la production d’interféron-gamma : cytokines, antigénes, lectines,

" ionophores de calcium et [interféron-gamma lui-méme (Charley et La Bonnardiére, 1993).

L’action de Pinterféron-gamma sur une cellule nécessite que celle-ci porte un récepteur
membranaire spécifique, son extrémité N-terminale étant impliquée dans fa liaison avec le
récepteur membranaire (Walter ef al., 1995). L’interféron-gamma posséde une activité anti-
virale en conférant aux cellules un état réfractaire aux infections virales. Il stimule les
macrophages ce qui augmente les capacités phagocytaires, cytotoxiques, bactéricides et anti-
parasitaires (Billiau et Dijkmans, 1990). 1l agit également directement sur le systéme

immunitaire par modulation de la production d’anticorps chez les lymphocytes B et T.

Les applications thérapeutiques de I’interféron-gamma couvrent plusieurs champs d’action.
Les résultats les plus efficaces sont obtenus dans le traitement de pathologies parasitaires et
bactériennes (leishmaniose, toxoplasmose, lépre, salmonellose, listériose). L’interféron-
gamma permet également la stimulation du systéme immunitaire chez des patients
immunodéprimés (Lewis et Wilson, 1990). 11 est aussi utilisé pour combattre des pathologies
cancéreuses. Enfin, des vecteurs rétroviraux codant pour ’interféron-gamma sont aujourd”hui
testés dans le cadre des thérapies géniques anticancéreuses et notamment dans le cadre de la

tutte contre les mélanomes métastasiques.
1.4.4. Expression de l'interféron gamma humain recombinant

Jusqu'au milieu des années 80, I’interféron-gamma utilisé & des fins cliniques était issu de
leucocytes obtenus par transfusion sanguine. La pureté de la préparation était alors trop faible,
de l'ordre de 1%, et des quantités importantes de sang étaient requises pour 'obtention de peu
d'interféron-gamma. En 1990, la "Food and Drug Administration" donna a la société
Genentech, 'autorisation de mise sur le marché américain de 1'interféron-gamma humain
recombinant. En Europe, la société Boehringer Ingelheim fut autorisée & le commercialiser en

1992. Ces interférons-gamma recombinants étaient tous deux produits chez £. coli et donc
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non glycosylés. En effet, méme non glysolé, l'interféron-gamma est biologiquement actif
(Littman et ol., 1985). Bien que le r6le réel de la glycosylation dans l'activité anti-virale reste
encore aujourd’hui débattu, il est toutefois avéré que les glycannes portés par I'interféron-
gamma améliorent certaines propriétés biologiques. De plus, linterféron-gamma non
glycosylé est éliminé plus rapidement de la circulation sanguine que la forme naturelle

(Saraneva ef ¢, 1993) et 'son antigénicité est modifide (Meager &

73) S amigenic

Leist, 1986).

o
ager Ci 181,

Depuis l'obtention de I'ADNc codant pour l'interféron-gamma humain (Gray et al, 1982),
diverses équipes ont propagé des cellules CHO le produisant. (Devos ef al., 1984 ; Hayter et
al., 1991 ; Castro er al, 1992 ; Lamotte ef al, 1997...). Leurs travaux ont abouti 4 une
littérature assez abondante sur ce systéme de production, et, en particulier, sur les relations

entre les conditions de culture et la qualité structurale de l'interféron obtenu.
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I1. Les milieux de culture sans sérum animal

I1.1. Origine des milieux de culture

Au commencement de la culture de tissus, au tout début du 20°™ siécle, les milieux nutritifs
étaient constitués de liquides biologiques tels que la lymphe ou le liquide d'ascite (d'aprés
Butler, 1990). Quelques années plus tard, des solutions salines additionnées de diverses
sources énergétiques (hydrolysat de caséine, de lactalbumine, peptones ou vitamines) s'y
substituérent. Cependant, ces milieux nutritifs ne satisfaisaient que trés partiellement aux
besoins cellulaires. Aussi, parlait-on plutdt de survie cellulaire que de véritable culture
cellulaire. A partir des années 30-40, les cellules animales sont cultivées dans des milieux de
base contenant des éléments minéraux, des acides aminés, des vitamines, un tampon pH et
une source carbonée. Iis sont ensuite supplémentés par du sérum animal (5 & 20%), chargé
d'apporter, non seulement, différents facteurs de croissance et d'adhérence et des protéines de
transport, mais également, de protéger les produits cellulaires de la dégradation par des
enzymes protéolytiques, de jouer le role de tampon et de déioxifiant, et de protéger les

été

cellules durant la congglation (Froud, 1999 ; Merten, 1999). Plusieurs types de sérum on
utilisés et cela & diverses concentrations, mais le sérum de veau feetal (SVF) g'est imposé
comme l'additif le plus utilis€ pour la croissance des cellules eucaryotes. Le tableau L4

résume les fonctions principales du sérum animal.

Fonctions principales Composant remplissant cette fonction

Transporter  des  substances  nutritives Albumine, globuline, transferrine
instables ou non solubles dans ’eau

Absorber et neutraliser les toxines Molécules de liaison avec les métaux lourds et les toxines
Inhiber les protéases o-1 anti-trypsine
Permettre 'adhérence des cellules Fibronectine, laminine

Fournir des substances nutritives essentielles Sulfate, phosphate, ¢léments traces (zine, séléniuni,

de faible poids moléculaire manganése. cobalt. cuivre)

Apporter des vitamines et des co-facteurs Riboflavine, pyridoxine

Tamponner le milien Phosphate, albumine

Promouvoir la croissance Hormones, insuline, putrescine, facteurs de croissance

Protéger les cellules contre les forces de Albumine
cisaillement (viscosité)

Protéger les cellules durant la congélation Moléeules cryoprotectrices

Tableau 1.4 : Fonctions majeures du sérum animal dans les cultures de cellules animales (d'aprés Froud, 1999).
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Bien qu'essentie! pour la culture ceflulaire, le sérum présente plusieurs inconvénients
importants : une composition exacte inconnue, une variabilité de composition probable et
donc d'activité de lot & lot, une concentration en protéine élevée, notamment génante lors du

processus de purification des protéines recombinantes produites, un colit élevé et des

[}

rohlames d'éthia m neut
roblemes ¢ethig rum peut

P tre une source d'agents pathogénes
b (=] L4

comme les bactéries, les virus ou les agents responsables de I'encéphalopathie spongiforme
bovine (Van der Valk ez al., 2004). Le tableau 1.5 rassemble les différents inconvénients de

l'utilisation du sérum animal dans les milieux de culture pour cellules animales.

Inconvénients

Composition non définie
- variabilité de lot 4 lot
- tests d'évaluation obligatoires
- environnement cellulaire non défini
Origine biologique
- contamination possible (virus, mycoplasmes, prions)
- probléme de qualité
- endotoxines

Teneur élevée en protéines
- difficulté de purification du produit d'intérét

Variabilité des prix

11.2. Suppression du sérum animal dans les milieux de culture

11.2.1. Historique

Face aux nombreux inconvénients du sérum, les premiers milieux sans sérum furent élaborés
dans le but d'obtenir une composition simplifiée et définie, facilitant ta purification des
nrotéines praduites et surtout, éliminant les sources potentielles d'agents infectienx

(Minamoto et al,, 1991},

Deux pionniers, Sato et Ham, choisissant des approches totalement différentes, entamerent,
dés 1974, des recherches dans ce domaine. Tout d'abord, Sato démontra que le r8le principal
du sérum en tant que promoteur de la croissance cellulaire était d'apporter diverses hormones

aux milieux de culture. Par la suite, il substitua au sérum un mélange complexe d‘hormones,
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de facteurs de croissance, de facteurs d'attachement et de protéines de transport. Cependant,
de tels mélanges étaient spécifiques d'un type cellulaire et nécessitaient donc des
optimisations particuliéres en fonction de chaque lignée mais aussi en fonction du but
recherché. Ham, quant & lui, choisi d'optimiser de fagon qualitative et quantitative les milieux
de base afin de réduire 'addition d'hormones et de facteurs de croissance. Cependant, cette
méthode nécessitait d'adapter graduellement chaque type cellulaire au milieu privé de sérum
et donc d'imposer certains critéres de sélection. Parmi les différentes formulations proposées,
on retiendra notamment le milieu appelé Ham's Nutrient Mixtures (F-12 et F-10) qui fut a
cette époque l'un des plus utilisés.

D'autres investigateurs montrérent que la croissance et la viabilité cellulaire pouvaient étre
augmentées grice 4 la supplémentation du milieu de base par un mélange d'acides aminés et
de vitamines (Dulbecco et Freeman, 1959) mais aussi par l'ajustement de la concentration en
sucre des milieux et par I'ajout d'éléments tampons. Par la suite, Sato (1977), puis Murakami
et al. (1982), ont rapporté 1'intérét de supplémenter des formulations de base par quatre
éléments nutritifs : I'insuline, la transferrine, 1'éthanolamine ou e sélénium.

Ces quatre éléments, commercialisés sous le nom de ITES, sont actuellement toujours utilisés
dans la majorité des milieux sans sérum ou ils sont généralement accompagnés d'autres
additifs :

- Insuline : généralement utilisée & des concentrations variant de 5 & 10 mg/L. C'est un
polypeptide qui stimule la croissance in vitro et la prolifération de la plupart des cellules
somatiques. Elle agit en synergie avec d'autres hormones et facteurs de croissance (PDGF,
EGF, FGF). Elle favorise l'assimilation du glucose et des acides aminés, augmente la
perméabilité cellulaire aux acides gras, acides aminés et monosaccharides et stimule la
synthése des acides nucléiques et des acides gras. Elle peut-étre remplacée par I'IGF
(Unsuline-like Growth Factor) ;

- Transferrine : utilisée & des concentrations variant de 1 & 100 mg/L. Sa fonction
principale réside dans fe transport du fer mais elle permet également de détoxifier d’autres
métaux. Elle peut étre remplacée par des transporteurs de fer inorganiques tels que, par
exemple, du citrate ferreux, des chélateurs d'ions ferreux. ..

- Ethanolamine : c'est un précurseur des phospholipides de la membrane cellulaire.
Son rdle est particuliérement important pour Ia culture de cellules épithéliales ;
énium : c'est un oligoélément intervenant dans le fonctionnement de plusieurs

enzymes cellulaires, dont la glutathion peroxydase qui permet la dégradation des peroxydes
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toxiques métabolisés par la cellule. Tl est essentiel a la croissance cellulaire et particuliérement
pour les cellules humaines ;

- Albumine : utilisée 4 une concentration maximale de 5 g/L. Elle permet le transport
de substances lipophiles telles que les acides gras, les éléments traces, les hormones et les
vitamines liposolubles, mais aussi, la détoxication du milieu grice au transport d’H,O, et 8 la
fixation de toxines. De plus, lors de cultures en bioréacteur, I’albumine protége les cellules
des effets mécaniques de I’agitation. Dans ce cadre 13, elle peut-étre remplacée par le PEG-
2000, Ie Pluronic F68 ou le Tween 85. Enfin, elle permet de tamponner le milieu ;

- Facteurs de croissance tels que 'EGF (kpidermal Growth Fuctor) ou le PDGF
(Platelet-Derived Growth Factor) : uniquement nécessaires pour certains types cellulaires.
Toutefois, il est important de noter qu’un milieu sans sérum et contenant ces facteurs devient
trés onéreux et ne sera alors utilisable que pour la recherche, rarement pour la production ;

- Inhibiteurs de trypsine dans le cas des cultures de cellules adhérentes : o-1 anti-
trypsine, inhibiteur de la trypsine de soja, aprotinine... ;

- Antioxydants : B-mercaptoéthanol, Na;SeQs;, glutathion, pyruvate, vitamines E et
C... Ils sont trés importants lors de cultures réalisées en milien sans sérum car ils permettent
d’inactiver les péroxydes générés au cours de la croissance ;

- Substances lipidiques : elles sont essentielles pour les cellules car elles constituent les
précurseurs de la synthése des prostaglandines et sont incorporées aprés d’éventuelles
modifications dans les membranes celluiaires. L’éthanolamine fait partie de ces substances ;

- Hormones : plus ou moins nécessaires selon les cetlules.

- Substances complexes : peptones, primatone RL, hydrolysats végétaux... Elles
apportent des acides aminés, des acides gras, des sels, des oligopeptides, des facteurs de
croissance... Ce sont souvent des suppléments essentiels a l'obtention d'une croissance

cellulaire et d'une production protéique maximales.

Le tableau 1.6 présente différents substituts de sérum, d'origine animale ou non, couramment

utilisés pour la formulation des milieux de culture sans sérum.
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Constituant du milieu Source animale Substitut non-animal
Albumine Sérum Hydrolysats végétaux
Insuline Pancréas bovin ou porein Fermentation microbienne
Transferrine Fraction de plasma bovin / porcin  Chélateurs
/ humain et transporteurs d'ions inorganiques
Cholestérol, acides gras et lipides  Cholestérol humain/ovin, foie Stérols végétaux
porcin Acides gras végétaux, synthétiques
Eléments traces Extraction chimique
Acides aminés Gélatine d'os, plumes, collagéne  Acides aminés végétaux ou synthétiques
bovin, cheveux humains
Hydrolysats protéiques Lactalbumine, peptones, caséine  Hydrolysats végétaux
Facteurs de croissance Digestats d'organes bovins Facteurs recombinants
Protecteur contre les forces de Suif bovin Synthése chimique
cisaillement, surfactant Polysorbate végétal
Enzyme de dissociation (rypsine) ~Pancréas porcin Enzymes végétales

Enzymes microbiennes

Tableau 1.6 : Composés les plus fréquemment utilisés dans les milieux de cultures de cellules animales sans
sérum et substituts non-animaux proposés (d'aprés Jayme, 1999).

11.2.2. Procédures d'adaptation aux milieux sans sérum animal

Le passage d'un milieu avec sérum 4 un milieu sans sérum constituant un changement profond
d’environnement pour les cellules, et donc un stress pouvant leur étre fatal, différents types de
procédures permettant d'ada;

(Higuchi, 1976 ; Barnes et Sato, 1980 ; Freshney, 1994 ; Mather et Roberts, 1998 ; Sinacore et
al., 2000). Elles ont touies pour but de permetire la croissance des cellules dans leur nouveau
milieu de culture.

Nous nous proposons de présenter ici, les quatre procédures les plus couramment utilisées. 1i
s'agit d'une méthode qualifiée d'adaptation brutale (passage brusque des cellules d'un milieu
contenant du sérum & un milieu en étant totalement dépourvu) et de trois adaptations
progressives (diminution graduelle de la concentration en sérum du milieu de culture). Pour
toutes ces méihiodes, 1€ passage des celiuies dans un miiieu contenant une concentration
inférieure en sérum ne sera réalisé qu'aprés avoir retrouvé une croissance cellulaire stable. La
méthode choisie doit étre basée sur les connaissances et I'expérience acquises sur la lignée
cellulaire & adapter. Cependant, toute procédure d'adaptation & un milieu sans sérum reste
toujours relativement empirique : en effet, il est encore aujourd’hui impossible de prévoir la

"réaction” des cellules au cours de I’adaptation.
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a. Méthode par immersion ou adaptation brutale

Les cellules cultivées dans un milieu 4 10% de sérum sont centrifugées et le culot resuspendu
directement dans du milieu sans sérum de telle sorte que la concentration cellulaire soit
comprise entre 4 et 7.10° cellules/mL. Lorsque le milieu devient trop acide, une partie du
milieu contenant les cellules est enlevée et un volume approprié de milieu frais sans sérum est
ajouté, de fagon & maintenir les cellules a une concentration supérieure a 2.10° cellules/mL.
L'adaptation est considérée comme achevée lorsque 50% du volume du milieu peut étre
remplacé quotidiennement. Comme cela est indiqué dans la figure 1.6, I'utilisation de cette
méthode nécessite un minimum de deux étapes afin d’adapter les cellules & un milieu sans
sérum (Freshney, 1994).

o Etape O .

L

Etape © “
P » &
Rt

10% SVI Milieu sans sérum Milieu sans sérum
4-7.10° celiules/mL

Figure 1.6 : Représentation schématique d’une procédure d’adaptation brutale des cellules 4 un milieu sans sérum

adaptées dans le milieu & 1% de sérum, la concentration de ce dernier est divisée par deux &
chaque passage suppiémentaire jusqu'a atieindre une concentration de 0,06%. A partir de cetie
concentration, les cellules peuvent étre directement mises en culture dans un milieu dépourvu
en sérum. L'utilisation de cette méthode nécessite un minimum de sept étapes afin d’adapter

les cellules & un milieu sans sérum (Freshney, 1994).

Etapes
o 2 e (1) 5 G (7]
@ I p¥ @ v @ 7 > ® > > ® Y >
/ L e e \/’J e Q\/ ,\//.
10% SVF 5% SVF 1% SVF 0,5% SVF 0.25% SVF 0,12% SVF 0,06%SVF  Milieu sans sérum

Figure 1.7 : Représentation schématique d’une procédure d’adaptation progressive 4 un milieu sans sérum, par
diminution de "moiti¢". Une centrifugation des cellules et la reprise du culot dans du milieu "frais" sont
effectuées 4 chaque étape.
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¢. Méthode par "sous cultures"

Cette méthode s'applique lorsque I'on est en présence d'une culture en milieu supplémenté par
10% de sérum dans laquelle les cellules atteignent environ une concentration de 10%mL. La
moitié du milieu usagé 4 10% de sérum contenant des cellules est alors remplacé par du

milieu frais dépourvu de sérum et cela ainsi de suite jusqu
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une concentration
de sérum-nulle (Freshney, 1994). L’utilisation de cette méthode nécessite un minimum de

onze étapes afin d’adapter les cellules & un milieu sans sérum (figure 1.8).

Etapes
&3 : % 6 & S 6 . T 6 " H 6 . n @ .
LR NI S R N (L i T (N e

i L L

10% SVF 5% SVF 2,5% SVF 1,25% SVF 0,63% SVF 0,32% SVF 0,16% SVF
10° cellulesmL
l )

1 (9] . (5]

e ®e s P e

S e
Milieu sans sérum 0,01% SVF 0,02% SVF 0,04% SVF 0,08% SVF

Figure 1.8 : Représentation schématique d’une procédure d’adaptation progressive 4 un milieu sans sérum, par
"sous cultures”. Les cellules ne sont jamais centrifugées ; 4 chaque étape, uniquement, la moitié du milieu de
culture est remplacée par du milieu frais sans sérum

d. Méthode par densité constante

1l s'agit dans ce cas de posséder une culture de cellules en phase exponentielle de croissance.
Un volume de cette culture en milieu avec sérum est prélevé et complété par du milieu sans
sérum de telie sorte que la concentration de cellules soit alors de 5.10%mL. Les jours suivants,
une densité cellulaire de 5. 10° cellules/mL est maintenue grice a des prélévements de milieu
contenant les cellules et & l'ajout de milieu sans sérum, frais. Lorsque le milieu ne contient
plus de résidu de sérum et que les cellules ont retrouvé une vitesse de croissance correcte,
elles sont considérées comme adaptées au milieu sans sérum. Il est & noter qu'au cours de
cette procédure d'adaptation particuliére, de nombreuses cellules peuvent mourir. Dans ce cas,
et afin de maintenir la viabilité désirée, il est possible de travailler avec un flacon de culture
statique plus petit (Freshney, 1994). L’utilisation de cette méthode nécessite un nombre

inimum &’ adapter les cellules 4 un milieu sans sérum.
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11.2.3. Impact du retrait du sérum sur la cryoconservation

Afin d'éviter, 2 la fois, toute évolution et modification des caractéristiques propres a chaque
lignée cellulaire, et des risques de contamination importants, il est indispensable de pouvoir
conserver les cellules. Pour cela, des banques cellulaires de travail sont réalisées dans de
l'azote liquide, 4 — 196°C. Pour permettre une cryoconservation optimale, du sérum (10 a
50%) et du DMSO (10%), sont généralement utilisés. En effet, ces deux composés possédent
des fonctions cryoprotectrices, protégeant notamment les cellules contre la formation de gros
cristaux de glace. Cependant, et cela toujours dans le but de minimiser au maximum les
risques de contamination des cultures par des agents infectieux, il est également important de
substituer le sérum dans la composition des milieux de conservation. Dans ce but, plusieurs
équipes ont formulé des milieux de cryoconservation en utilisant des molécules telles que la
méthycellulose ou le polyvinyle pyrrrolydone, connues pour augmenter la viscosité du milieu
et donc protéger les cellules (Bryant, 1969 ; Mizrahi ef al., 1970). Cependant, les résultats
obtenus furent variables. En effet, si Ohno ez a/. (1988) et Kapsi ef al. (1992) ont montré que
ces composés avaient un rdle cryoprotecteur, Merten ef al. (1995), n’ont observé aucun effet

cryoconservateur suite a cette supplémentation.

11.3. Les hydrolysats protéiques

Bien que de nombreux efforts aient été effectués pour le développement de milieux sans
sérum chimiquement définis, il en résulte souvent une diminution de la croissance cellulaire et
de la production (Jenkins ef al., 1996 ; Le Floch ef al., 2004) et une augmentation du colit
(Castro et al., 1992 ; Stoll e al, 1996 ; Lee et al,, 1999). Ainsi, afin d'améliorer ces
paraméires, des hydrolysats protéiques a faibles colits contenant des mélanges non définis de
composés de bas poids moléculaire, incluant acides aminés, peptides, vitamines et éléments
traces, sont utilisés depuis une dizaine d'années comme additifs aux milieux sans sérum
(Dyring etal., 1994 ; Jan et al., 1994 ; Zhang et al., 1994 ; Keen et Rapson, 1995 ; Donaldson
et Shuler, 1998 ; Nyberg ez al,, 1999 ; Heidemann et al., 2000).

11.3.1. Principaux hydrolysats protéiques

L'addition d'hydrolysats protéiques & des milieux de culture a trés t6t été appréhendée comme

un compromis satisfaisant & l'utilisation de sérum (Keay, 1976 ; Mizrahi, 1977). Divers types
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d'hydrolysats ont été utilisés tels que les hydrolysats de tissus animaux (bouillon de tryptose
phosphate, protéose-peptone, primatone RL), de protéines de lait (lactalbumine, caséine), de
biomasse bactérienne et de levures (bacto-peptone, extrait de levure) ou de végétaux. Ce sont
tous des mélanges de peptides obtenus par hydrolyse partielle des protéines. Ils sont
considérés comme des sources riches et peu onéreuses d'acides aminés nécessaires pour la

synthése en masse de cellules et pour la synthése de protéines sécrétées (Franek, 2004).

a. Protéines d'origine animale

De nombreux hydrolysats de viande ont été étudiés. Le primatone RL, un hydrolysat
enzymatique de viande, constitue un supplément peu onéreux pour les milieux de culture sans
sérum mais également avec sérum et pour les cellules de mammiféres (Schlaeger ef al., 1996)
et d'insectes (Tkonomou ef al., 2001). En servant de source d'acides aminés, d'oligopeptides,
de sels de fer, de lipides et d'autres éléments traces de faible poids moléculaire, il permet
d'augmenter la densité cellulaire maximale de plusieurs lignées cellulaires (hybridomes,
myélomes, HL-60) ainsi que leur vitesse spécifique de croissance et leur viabilité. Il induit
également une prolongation de la phase stationnaire de croissance, retarde la mort cellulaire
par apoptose, augmente la concentration de protéines recombinantes produites. De plus,
d'aprés Bonarius ef al. (1996), son utilisation permet de rendre le métabolisme énergétique
te en moins est produit et deux fois pius de substrat est
utilisé via fe cycle de Krebs par rapport & un mélange d'acides aminés libres de composition et
de concentration équivaientes 4 ceux de Primatone. Enfin, Pham ef a/, ont montré, en 2003,
que certains hydrolysats de viande pouvaient également permettre d'augmenter l'efficacité de
transfection et de faciliter fortement la purification des protéines produites. Face a tous ces
avantages, persiste quand méme un inconvénient, relevé par Gu ef al., qui a constaté, en 1997,
que la sialylation terminale de chaque site de glycosylation de l'interféron sécrété par des
cellules CHO est diminuée lors de l'utilisation du primatone. Cet effet est habituellement
observé en présence de sérum et notamment pour l'interféron-y par Lamotte (1997) et pour

l'érythropoietine par Le Floch ef al. (2004),

Une alternative a l'emploi de sérum est l'utilisation de lysats de plaquettes bovines en tant que
promoteurs de croissance de cellules en suspension et de cellules adhérentes (Johansson ef al,
2003). En effet, les plaquettes sont 1a source primaire de nombreux facteurs de croissance et,

de plus, elles ont un colit relativement faible (25 & 50% moins élevé que le coiit de production
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du sérum de veau feetal), peuvent étre produites en grande quantité et ne présentent pas les
problémes d'é¢thiques rencontrés lors de la préparation du sérum de veau feetal. Ainsi,
Johansson ef al. (2003) ont montré qu'un lysat de plaquettes bovines supportait la croissance
cellulaire et la viabilité¢ de nombreuses cellules (myélomes, hybridomes, hépatocytes,

fibroblastes et cellules épithéliales) ainsi que leur production de protéines de fagon

“de plaquettes-persiste; lesplaquettes,-tout- comme le-sérum, étant un produit biologique; une -

variation de lot-d-lot ne peut étre exclue,

La supplémentation des milieux peut également étre réalisée grice 4 l'utilisation d’hydrolysats
de protéines de lait (Amiot ez al; 2004). 11 est vrai que le lait contient des facteurs de
croissance naturels de masse molaire compris entre 3 et 20 kDa, qui produisent des signaux
intracellulaires modifiant l'assimilation des éléments nutritifs, la synthése d'ADN et la
division cellulaire. De plus, il est constitué de protéines renfermant des séquences d'acides
aminés qui possédent des activités biologiques diverses. Aprés hydrolyse des protéines totales
du lait, 'équipe d'Amiot ez al. (2004) a prouvé que les peptides ayant une activité promotrice
de croissance étaient des peptides hydrophobes et de taille moyenne (4-10 acides aminés).

Un autre hydrolysat de protéines de lait couramment utilisé, notamment en culture de cellules
d'insectes, est I'hydrolysat de lactalbumine, une protéine majeure du lait. En effet, en 1979,
Chou et al., avaient isolé de cet hydrolysat un facteur "mitotique" et avaient ainsi moniré que
I'hydrolysat de lactalbumine pouvait étre utilisé en tant que suppléments de milieux de culture

de plusieurs cellules animales.

Enfin, une autre option proposée pour substituer le sérum consiste a utiliser des hydrolysats de
séricine, c'est-a-dire des hydrolysats de protéines de cocons de vers a soie. En effet, une fois
hydrolysées, ces protéines générent des peptides de 6 4 67 kDa qui permettent d'accélérer la
croissance d'hybridomes, de cellules Hela, HEK, 293 et HepG2 (Terada ef al., 2002) et de
supporter la viabilité cellulaire et la croissance de cellules d'insectes dans des conditions de
culture sans sérum (Takahashi er al, 2003). De plus, la séricine étant une protéine
albuminoide, ces hydrolysats peuvent éire utilisés & la place de 'albumine sérique bovine ou
en combinaison avec cette derniére pour donner des résultats encore plus satisfaisants. Un
dernier avantage de ce substitut de sérum, loué par Takahashi ef al. (2003), est qu'il peut étre

autoclavé sans perte de son activité, ce qui facilite son utilisation.
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b. Protéines d'origine microbienne

L'emploi d'hydrolysats de levure, constituant courant des milieux de fermentation bactérienne,
en tant qu'additifs de milieux de culture pour cellules animales, semble également représenter
un substitut intéressant de sérum. En effet, Sung ef al. (2004) ont montré que ce type

d'hydrolysat constituait un supplément & faible prix de revient, permettant d'augmenter

—.considérablement-la-preduction-de protéines recombinantes dans les milieux sans sérum pour

cellules animales. De plus, non seulement le temps de culture et la production de protéine sont
fortement augmentés mais surtout, on notera que l'ajout de cet hydrolysat ne semble
influencer, dans ce cas, ni la glycosylation de la thrombopoiétine humaine. produite, ni son

activité biologique.

¢. Hydrolysats végétaux

Depuis une dizaine d'années, la mise au point de milieux sans aucune matiére premiére
d'érigine animale se développe afin de garantir la sécurité biologique notamment des produits
pharmaceutiques. En effet, les inquiétudes quant aux risques de contamination des milieux de
culture par des agents pathogénes d'origine animale, et en particulier bovine, ne concernent
pas uniquement le sérum de veau feetal, mais tous les composants des milieux provenant de

sources animales. De ce fait, les hydrolysats végétaux prennent une place de plus en plus

importante dans la formulation des milieux de culture sans sérum et surtout sans protéine,

comme le montre de nombreux brevets et publications récents (Keen et Rapson, 1955;
Amatsuji et al., 1998 ; Blom ef al., 1998 ; Donaldson et Shuler, 1998 ; Price et al., 1999;
Franek ef al., 2000 ; Heidemann et al., 2000 ; Reiter ef al., 2001). De nombreux hydrolysats
de pfotéines végétales sont actuellement commercialisés principalement par les sociétés Quest
International, Organotechnie ou encore DMV (De Melkindustrie Veghel). Ces hydrolysats
sont issus d'espéces végétales variées telles que le soja, le blé, le riz, le pois, la pomme de

terre ou encore le coton,

Les premiers résultats encourageants concernant l'utilisation d'hydrolysats végétaux dans des
milieux sans sérum furent obtenus en 1995, par Keen et Rapson, qui réussirent a cultiver des
cellules CHO dans un réacteur de 8000 litres en utilisant un milieu Iscove's supplémenté en
acides aminés, minéraux, insuline bovine et en hydrolysat protéique de soja. En 1999, Price et

al., rapportérent que des peptones végétales étaient capables de supporter la croissance de
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cellules d'insectes et en 2000, Heidemann et al, montrérent que des hydrolysats végétaux
commercialisés par QUEST permettraient d'augmenter la concentration cellulaire maximale de
cellules BHK ainsi que leur production de protéines recombinantes et, cela sans modifier fa
qualité du produit, ni sa glycosylation. Par la suite, Burteau ef al. (2003) suggérerent que les
peptides végétaux présentaient des propriétes anti-apoptotiques pour les celtules CHO.
Parallélement & ces travaux, Franek ef al. (2000), proposérent une approche plus précise. En
~effet, ~dans -le-but -de--mieux:-cibler-les -moléeules responsables -des -effets- promoteurs--de
croissance et de production, ils décidérent d'affiner leurs hydrolysats en les fractionnant par
chromatographie liquide basse pression d'exclusion de taille. Ainsi, ils obtinrent des fractions
peptidiques de composition moins hétérogéne que les hydrolysats de soja et de blé initiaux et
observérent que ces différentes fractions n'avaient pas toutes la méme capacité promotrice de
croissance et de production pour des cellules dhybridomes cultivées en flacons de culture
statique.
En 2004, Mols et al., mirent en évidence un avantage supplémentaire quant & l'utilisation des
peptides végétaux en culture ceflulaire. En effet, ils montrérent que les peptones de riz
inhibaient certaines activités protéasiques et empéchaient ainsi la protéolyse des protéines
recombinantes sécrétées dans le milieu de culture. Ces résultats contredirent ainsi les
hypothéses précédemment avancées par Heidemann ef al, en 2000. Cependant, il reste

indispensable de prendre d'importantes précautions lors du procédé de production de ces

s
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hydrolysats afin d'éviter un autr
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potentielle présence de résidus d'enzymes utilisées lors de I'hydrolyse initiale des végétaux

(Mols et al., 2005).

Suite aux travaux novateurs de fractionnement réalisés par Franek et al. (2000) et aux
résultats préliminaires forts intéressants qu'ils avaient obtenus, nous avons décidé, au sein de
notre laboratoire, d'effectuer le fractionnement d'hydrolysats de protéines de tourteaux de
colza, matiére végétale ayant une composition en acides aminés aisément assimilable d'un
point de vue nutritionnel mais restant encore peu valorisée, et d'étudier l'impact des
différentes fractions ainsi obtenues sur la croissance et la production de cellules CHO.
Cependant, une autre technique de fractionnement a été choisie : la filtration membranaire. En
effet, les techniques membranaires permettent de travailler plus aisément avec des gros
volumes d'échantillons (de l'ordre du litre) et donc de séparer plus rapidement de grosses
quantités d'échantillons. De plus, elles opérent dans des conditions douces, non dénaturantes

et sans changement de phase d'oll une économie au niveau énergétique. Enfin, elles offrent
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une grande modularité du fait d'un possible fonctionnement en continu, d'une flexibilité du

matériel et de la simplicité de la maintenance et ont un coiit relativement faible,

Le tableau 17 présente les principaux hydrolysats végétaux utilisés et ayant permis de

favoriser la croissance et/ou la production de différentes lignées cellulaires.

T “Source végétale/ - Cellules/ protéine, R .
Auteurs concentration anticorps produits Croissance  Production mode de culture
Keen et Rapson, Soja/2,5g/lL CHO/ nd nd Réacteur /8000 L /
1995 anticorps humanisé Discontinu
“Priceeral, 1999 Aloe Vera /500 mg/l. . Hybridomes/1gG T FEHTT  Facons” T deeuiture
statique / 15 mL
Discontinu
“iieidemannef al, - Soja (QUESD /5L UBHK T Y ¥ Réactenr /15 L 7
2000 e e Perfasé . ...
Franek et al.,2000  Soja, fractien / 2 g/L Hybridomes / Ig + A+t Flacons de
BI&, fraction / 2 g/L Hybridomes / Ig ++ o statique .-/ 6 mL /
Discontinu
“Deparis et al., 2003 Colza/8gh §Fo T T d T Erlenmeyers/ 50 mL/
Discontinu
“Burteaweral, 2003 B (QuUESTY /2L CHO/TNY - S T Trienmeyers / 25 mi, /-
Discontinu
“Ballezetal, | Bl (QuESD/2gL  CHO/WNy . T T Réactewr / 1,5 L7
2004 Discontinu
Riz (QUEST)/ 1 g/L CHO /IFN-y = + Erlenmeyers +
microporteurs poreux /
25 mL / Discontinu
Tablean 1.7 © Principatx hydrolysats végéiaux permettant de favoriser la croissance et/ou la production de

différentes lignées cellulaires (Ie nombre de + correspond 4 I'augmentation de la croissance ou de la production
par rapport 4 celles observées en milieu témoin, non supplémenté ; nd : non déterminé).

d. Peptides synthétiques

Face 4 la difficulté que représentent I'isolement et I'identification de peptides individuels &
partir_d'hydrolysats. complexes,. Franek et Katinger- cheisirent, en -2002; -une-nouvelle
approche. Ainsi, ils examinérent la possibilité d'obtenir des activités promotrices de
croissance ¢t de production avec différents peptides synthétiques, allant des di- aux
pentapeptides. Ils montrérent alors que les effets promoteurs de croissance et de production
augmentent avec la longueur de la chaine et pour des concentrations supérieures 2 1 mM ; ces
deux activités, de croissance et de production, étant indépendantes. Enfin, ils découvrirent que
les peptides permettent d'augmenter la viabilité des cellules pendant la phase de déclin

cellulaire, indiquant sans doute des propriétés anti-apoptotiques spécifiques a ces suppléments
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peptidiques. Par la suite, Franek e al. (2003) et Franek (2004) confirmérent ces premiers
résultats et montrérent de plus que les peptides contenant un acide aminé basique tel que la
lysine ou I'histidine supprimaient la croissance cellulaire mais augmentaient la production

protéique.
11.3.2. Mode d'action

Bien que !'utilisation d'hydrolysats protéiques en tant que constituants des milieux sans sérum
soit maintenant relativement courante, leur mode d'action reste toujours assez obscur. Ainsi,
deux hypothéses majeures ont été formulées dans le but d'expliquer I'effet promoteur de
croissance et de production des peptones sur la culture de cellules animales : un effet
nutritionnel (Jan et al., 1994 ; Schlaeger, 1996 ; Heidemann er al., 2000) ou un effet
biologique, spécifique des peptides (Rasmussen et al., 1998 ; Franek et Katinger, 2002 ;
Burteau ef al., 2003 ; Deparis et al., 2003 ; Franek et al., 2003 ; Ballez et al., 2004). La
premiére hypothése admet que les peptones agissent uniquement en tant que suppléments
nutritionnels et donc en tant que "remplacants” des acides aminés dans les formulations de
milieux de culture. La seconde hypothése avance le fait que certains peptides interagissent
avec des récepteurs de la surface cellulaire et activent ainsi des voies de transduction de
signaux menant alors & une réponse biologique spécifique conduisant & la stimulation de la
croissance.

, ” -
Les adeptes de !'effet nutritionnel ont suggéré, en se basant sur une au

consommation des acides aminés libres, que les mélanges peptidiques apportaient aux cellules
plusieurs nutriments de faible poids moléculaire. L'apport nutritionnel des hydrolysats serait
alors constitué non seulement par les acides aminés libres de ce dernier mais aussi et surtout
par des petits peptides (di- et tripeptides). Il est vrai que dés 1955, Eagle fut I’un des premiers
4 montrer ’utilisation possible de dipeptides par les cellules animales par clivage des

antidacas Pnic an 1087 (Grimbla of o4l  maontrarent anae lae palliilac intactinalac ntilicaiant
cpricases. Quls, en eV, Gnmbie of ol montrorent que leg cellnies intestinaies uitlisatent
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plus faci ¢s di- ou ides que les peptides plus longs. En 1991, Minamoto ef al.
confirmérent que différentes lignées cellulaires (UMCL et BALL) étaient capables de
métaboliser des dipeptides tels que glycine-glutamine et alanine-glutamine. De méme,
Dardenne (1995) a montré que le dipeptide particulier, Ala-Gln, substitut de la glutamine,
était hydrolysé par une peptidase intracellulaire des hybridomes. Depuis, il a également été

prouvé en nutrition humaine que les hydrolysats protéiques constituaient un moyen efficace
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pour accroitre la valeur nutritionnelle des protéines, celle-ci étant influencée par la longueur
des chatnes peptidiques des substituts azotés qui composent les .hydrolysats (Vioque ef al.,
2000). Ainsi, feur efficacité nutritionnelle est d'autant plus importante que leur teneur en di- et
tripeptides est élevée (Hara ef al., 1984). De méme, Szajewska ez al. (2001) ont montré que
les préparations contenant des proportions élevées de petits peptides, issus de protéines

partiellement hydrolysées, ont une valeur nuttitionnelle supérieure a celles d'un mélange

~gquivalent d'acides aminés Tibres ou de [a protéine native.
Toutefois, Jan er al, en 1994, en utilisant un mélange d'acides aminés libres pour

ant
ant

supplémenter leur culture, avancérent que les hydrolysats n'agissaient pas seulement en

=+

que source d'acides aminés. Bonarius ef al. (1996), grice 4 des analyses de flux métabolique,
confirmérent ces premiers travaux en montrant que la supplémentation d'un milieu de culture
était plus efficace avec du Primatone RL qu'avec un mélange équivalent en acides aminés
libres pour promouvoir la croissance cellulaire. Ainsi, les auteurs prétendirent que le transport
peptidique dans la cellule était plus efficace que celui des acides aminés. Au cours de la méme
pén'ode; Schlaeger (1996) souligna les potentielles propriétés anti-apoptotiques de cet
hydrolysat de viande. Par la suite, Rasmussen ez al. (1998), conclurent également grice a
teurs études sur des cellules CHO que les peptides contenus dans des hydrolysats de plantes
pouvaient agir en tant que facteurs de croissance. A leur tour, Nyberg ef al., en 1999,
montrérent que la croissance cellulaire d'hybridomes était plus importante lorsque le milieu
était enrichi en peptones de viande plutdt qu'en acides aminés libres.

Franek et al. (2000), grice au fractionnement d'hydrolysats par chromatographie d'exclusion
de taille, découvrirent que non seulement certaines fractions étaient & elles seules plus actives
que 'hydrolysat total mais aussi que certaines fractions étaient plus efficaces que d'autres en
tant que promotrices de croissance et de production. Ces résultats prouvérent alors que les
effets promoteurs- de croissance et de production ne pouvaient étre uniquement la
conséquence d'un-apport-nutritionnel. De-plus; it en-découlale fait que, seulement certaitis
peptides, étaient susceptibles et capables d'agir en tant que facteurs de croissance et/ou de
survie.

Parallélement & ces études, Deparis ef of. (2003), suite 2 des résultats obtenus sur la croissance
de cellules d'insectes Sf9, dans un milieu de culture supplémenté avec un hydrolysat de colza,
soutinrent 'hypothése que les pepiones végétales contiennent des peptides particuliers,
mimant les facteurs de croissance et ayant des activités favorisant la survie cellulaire sur les

cultures de cellules dlinsectes. Dans le méme temps, Burteau ef al. (2003) confirmaient la

41




CHAPITRE | - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

méme hypothése grice 4 des cultures de cellules CHO supplémentées par des hydrolysats
végétaux QUEST. En effet, ils ont montré que la supplémentation en peptides végétaux
a{lgmente les performances de culture au niveau de la concentration cellulaire maximale et de
la production en protéines recombinantes mais seulement dans le cas de peptones composées
de grands oligopeptides qui peuvent jouer le role de simili de facteurs de croissance ou
posséder de probables activités anti-apoptotiques. Enfin, Ballez ef 4/, (2004) avancérent & leur
~tour-que- certains peptides pouvaient -interagir avec des récepteurs cellulaires de -surface -
spécifiques impliqués dans la croissance, les signaux anti-apoptotiques ou la biosynthése de
protéines et que leur fréquence et leur concentration pourrait varier d'un type d'hydrolysat &4 un
autre.
Conjointement & ces travaux, pour étudier plus spécifiquement leur mode d'action, Franek et
Katinger, (2002), au lieu de procéder a un isolement et une identification individuelle
laborieuse de peptides & partir d'hydrolysats complexes, étudiérent l'effet de peptides
synthétiques et en conclurent que plusieurs facteurs influengaient I'action de ces fractions et
notamment 1a taille et la composition en acides aminés.
En 2003, Deparis ef al. illustrérent également le fait que le degré de digestion des protéines et
donc la taille des peptides obtenus jouaient un rdle crucial dans les propriétés promotrices de
croissance de ces hydrolysats. Toujours la méme année, Burteau ef a/., montrérent que la
majorité des effets bénéfiques des peptones était corrélée avec un contenu en "grands"
oligopeptides, correspondant sans doute i des peptides ayant des séquences capables de
mimer des protéines animales particulieres. De plus, ils notérent que le contenu en acides
aminés de leur milieu de culture diminuait pendant la phase exponentielle et stationnaire de
leur culture et réaugmentait a la fin d'un batch et cela seulement pour les cultures
supplémentées en peptones. Ils suggérérent donc que ces dernicres seraient partiellement
absorbées et clivées en acides aminés libres au niveau de la membrane plasmique ou dans la
cellule par différentes protéases. Durant la phase de décés des cellules, les acides aminés non
utilisés seraient relargués et s'accumuleraient alors dans le milieu de culture; augmentant ainsi
le taux d'acides aminés libres. Ces résultats et hypothéses furent corroborés, en 2004, par
Ballez et al. Finalement, Sung et al. (2004) démontrérent que le transport peptidique dans la

cellule était, en effet, plus efficace énergétiquement que celui des acides aminés.

L'utilisation d'hydrolysats protéiques et plus particuliérement de peptones végétales pourrait
donc constituer une approche attractive 4 la fois pour fortifier d'un point de vue nutritionnel

les milieux sans sérum et surtout sans protéine et pour jouer le role de promoteurs de
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croissance et de retardateurs du décés cellulaire. Ainsi, les acides aminés libres et les di--et
tripeptides apportés par les hydrolysats protéiques végétaux pourraient renforcer les milieux
de culture d'un point de vue nutritionnel et les peptides de taille supérieure pourraient interagir
avec des récepteurs cellulaires -de surface, spécifiques, impliqués dans la croissance,

I'inhibition ou le retard de l'apoptose ou encore la synthése des protéines.

~Enconcliision; on refiendra fout de méme que les peptones restent des mélanges non définis

de plusieurs milliers de peptides. Aussi, il semblerait intéressant de les purifier afin d'isoler les
peptides biologiquement actifs. Par ailleurs, sur la base d'une caractérisation chimique
compléte des peptides ainsi que de leur mode d'action moléculaire, des analogue

synthétiques pourraient étre préparés et utilisés en tant que suppléments nutritifs des milieux.

11.3.3. Transport et métabolisme des peptides chez les cellules animales cultivées
invifro

Les peptides sont constitués d'acides aminés qui peuvent représenter une valeur nutritive pour
la- cellule. Par ailleurs, les peptides possédent des caractéristiques. physicochimiques
différentes de celles des acides aminés libres de part leur taille, leur configuration spatiale,
leur charge électrique, leur hydrophobicité... Tous ces paramétres peuvent influencer leur
transport, leur métabolisme ou leur action biologique. En particulier, leur intégration dans la
cellule met en oeuvre des transporteurs spécifiques dont les principales caractéristiques vont

étre précisées ci-dessous.

a. Propriétés des transporteurs de peptides

Un peptide étant constitué d'acides aminés, 'hypothése premiére énoncée au sujet de leur
absorption était l'utilisation des transporteurs des acides aminés libres. Cependant, des études
réalisées. avec. des cellules intestinales de-hamsters et de-rats;-et-conduites-pai- Matthews
(1972), Silk ef al. (1980) et Hara et al. (1984) montrérent que les peptides étaient absorbés
plus rapidement que les acides aminés. La possibilité d'un transport privilégié des peptides par
rapport & celui des acides aminés fut alors suggéré : soit des systémes de transport propres aux
peptides existaient; soit les peptides avaient un avantage dans le phénoméne de compétition
au niveau des transporteurs. Par la suite, des études de compétitions entre acides aminés libres
et dipeptides ont montré que le transport des peptides était en fait indépendant de celui des

acides aminés (Webb, 1990). Enfin, grice a l'utilisation de vésicules avec des. bordures en
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brosse, il a été mis en évidence que les di- et tripeptides étaient transportés via un gradient de
proton {(Okano ef al., 1986 ; Tomita ef al., 1990) comme cela est représenté sur la figure 1.9.
On notera également que des études utilisant des vésicules avec des bordures en brosse et des
cellules Caco-2 (cellules de l'intestin humain) ont montré que de nombreuses drogues

"peptides-like" étaient également transportées par ce type de transporteurs.

~BBM BLM
Blood

Lumen
Di/lxipeptides . . , 3
Popside-Tlke Dnags DiTripopiides Figure 19 : Mécanisme moléculaire
Peplide-likeDsuia d'absorption des peptides par des cellules

B épithéliales (Terada et Inui, 2004).

BBM, brush-border membranes
BLM, basolateral membranes

Na® K" PEPTI1, PEPT2, transporteurs peptidiques
Na'

b. Caractéristiques fonctionnelles des transporteurs peptidiques,

Deux transporteurs peptidiques ont été identifiés chez les mammiféres (ovins, souris, rats,
poulets, humains...) : PepT1 et PepT2 (Fei ef al., 1994 et 2000 ; Liu et al., 1995 ; Saito ef al.,
1996 ; Rubio-Aliaga ef al., 2000 ; Pan ¢f ai., 2001 ; Chen ef af.,, 2002). Iis sont tous les deux
situés dans fa membrane plasmique des cellules, contiennent 12 domaines transmembranaires
et ont leur terminaison NH, et COOH du coté du cytosol. Chez I'homme, PepT1 est constitué
de 708 AA et PepT2 de 729. La figure 110 présente la structure de ce transporteur. Une des
caractéristiques importantes de ces transporteurs est leur capacité & transporter
indépendamment de leur séquence et de leur charge, tous les di- et tripeptides mais pas les
acides aminés libres, ni les tétrapeptides (Saito ef al., 1996; Pan ef al., 2001; Chen ef al.,
2002). Ces transporteurs sont ¢galement capables de transporter des composés
peptidomimétiques tels que des antibiotiques de type P-lactame et certains inhibiteurs de

peptidase et de protéase.
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(a)

Extracellular

Intraceliutar

Figure 110 : Structure du transporteur de peptide PepT1. (a) La protéine contient 12 domaines
transmembranaires, avec les résidus N et C-terminaux dans le cytosol. (b) Structure détaillée (Rubio-Aliaga et
Daniel, 2002).

Bien qu'ayant une fonction similaire, PepT1 et PepT2 montrent des différences majeures dans
la spécificité et I'affinité pour leurs substrats ainsi que dans leur capacité de transport. PepT1
peut étre considéré comme un transporteur avec une faible affinité mais avec une grande
capacité de transport. L'affinité de PepT2 est plus élevée pour la plupart des substrats. Par
contre, il a une capacité de transport plus faible (Daniel et Herget, 1997). Les substrats
physiologiques de PepT1 et PepT2 sont des dipeptides et des tripeptides formés classiquement
des 20 L-o-AA ce qui revient 4 400 dipeptides différents et 800 tripeptides. Ainsi, les
substrats de PepT1 et PepT2 représentent une importante variété de structures avec des
caractéristiques physicochimiques différentes en terme de masse moléculaire, de charge et de
polarité. Cependant, ces transporteurs ne peuvent permettre 1'absorption de molécules de taille

supérieure aux tripeptides. Aussi, dans le cas de peptides de grande taille, l'intervention
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d'ectopeptidases extracellulaires s'avére nécessaire afin d’hydrolyser les substrats. Celles-ci
relarguent des di- et tripeptides & partir du N ou C-terminal des oligopeptides ou des
protéines. Une fois que ces peptides ont ét¢ générés a l'extérieur de la cellule, les transporteurs
peptidiques peuvent alors induire leur internalisation grdce au mécanisme moléculaire, pH

dépendant, explicité ci-dessus. Les peptidases mises en jeu peuvent étre localisées au niveau

j* N
(<]

ne cellulaire (Howell ef ol

Pt \. 10W

(Christie et Butler, 1994) (figure 1.11).

L-Ala-L-Gln
Gly)

Synthése ADN

TCA cycle
a
i-Ala-L-Gin
Gy}
- @D
/ Synthése ADN
! > TCA cycle
a. L-Ala - 1-Ala
CEREA N
MILIEU CELLULE

Tigure 1.11 : Mécanisme d'hydrolyse des peptides par des peptidases cellulaires. Lixemples avec des dipeptides.
(a) hydrolyse du peptide par une peptidase localisée au niveau de la membrane cellulaire; (b) libération d'une
peptidase cellulaire dans le milieu de culture et hydrolyse extracellulaire du dipeptide.

Congernant plus particuliérement les mécanismes de transport des peptides chez les cellules

CHO, peu d'informations sont actuellement disponibles. Cependant, il a été reporté en 1998,

o les cellules CHO 1 sovernons nocaddadant vamn catioded Ao b r d

ITA P rarvnn maanAdnland A~ 1
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lules Caco-2. Ces résuliats suggérérent alors que les
cellules CHO étaient capables d'exprimer un transporteur peptidique. En 2004, Mols montra
que les cellules CHO présentaient une activité de transport de peptides, pH dépendante,
indiquant ainsi, l'expression par ces cellules de PepT1, PepT2 ou d'une combinaison de ces
deux transporteurs. Enfin, Mols ef al. (2005), émirent 'hypothése de l'existence d'une inter-

relation entre des activités peptidasiques et l'expression de ces transporteurs
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¢. Devenir des peptides transportés dans la cellule

Une fois 4 l'intérieur des cellules, les di- et tripeptides sont rapidement hydrolysés par des
peptidases cytosoliques, comme le montre la figure I.12. Les acides aminés libres en résultant
peuvent alors étre utilisés en tant qu'éléments nutritifs via le cycle de Krebs, en tant que
précurseurs d'autres acides aminés, acides nucléiques, ou encore étre incorporés dans les
protéines ou relargués dans la circulation via des transporteurs d'acides aminés (Heidemann ez
al., 2000).

= Peptidase

Synthése ADN
L-Gin
L-Ala-L-Gln- TCA cycle
Gy L-Ala
(Gly)
MILIEU CELLULE

Figure .12 : Mécanisme d'hydrolyse des peptides par des peptidases intracellulaires. Exemple avec des
dipeptides.

1.4, Le colza et ses hydrolysats

Comme nous I'avons vu précédemment, les peptides d'origine végétale connaissent un intérét
grandissant en tant que suppléments de milieux de culture sans sérum. En effet, ils
représentent une excellente alternative au sérum animal tout en limitant les risques de
contamination des cultures par des éléments biologiques d'origine animale. Des études ont
déja eu lieuw avec des milieux sans sérum, dépourvus de matérel d’origine animale, et
supplémentés avec des hydrolysats généralement issus de différentes matiéres végétales telles
que, par exemple, le iz (Price ef al., 1998, 1999), le blé, le soja (Reiter ef o/., 2001 ; Shibuya
et al., 2000) ou encore le concombre (Heimindinger, 1999). Cependant, de tels hydrolysats
sont relativement ondreux 4 obtenir puisqu'ils proviennent le plus souvent de matiéres
premiéres & fort potentiel protéique pouvant étre utilisées pour d’autres applications a plus
forte valeur ajoutée. Or, contrairement aux matiéres premiéres utilisées a ce jour, la graine de
colza est particuliérement riche en lipides et pauvre en protéines. Aussi, une fois lhuile

extraite, le tourteau de colza en résultant reste aujourd'hui encore peu valorisé, son principal
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intérét résidant actuellement dans son emploi en alimentation animale. Or, cette utilisation est
relativement décevante d’un point de vue économique. Aussi, une valorisation accrue semble
possible griice & une meilleure exploitation des protéines dans le domaine non-alimentaire. En
effet, le tourteau de colza constitue une matiére premiére peu onéreuse qui présente, en plus,

l'avantage de posséder une composition en acide aminés équilibrée, c'est-a-dire ayant une

orte efficacité nutritive (Godon, 1996) conférant au tourteau de colza un intérét majeur pour

une utilisation en culture de cellules animales (Deparis ef al., 2003).

11.4.1. Généralités

Le colza, plante a fleur jaune du genre Brassica, appartient a la famille des cruciféres. La
teneur en huile de ses graines (entre 40 et 50%), permet de le classer dans la catégorie des
oléagineux, au méme titre que le soja, le tourneso! ou l'arachide. La production mondiale des
graines oléagineuses a ét¢ estimée & 307 millions de tonnes en 2000/2001, contre 128 en
1973/1974, soit une multiplication par 2,4 en 27 ans. Si le soja occupe toujours la premiére
place au niveau mondial en terme de graines produites (56% de Ia production), c'est le colza
qui a enregistré la plus forte progression ; sa production a presque été multipliée par six
depuis 1973, notamment grice a une augmentation réguliére des rendements et & une

extension importante des surfaces cultivées dans {'Union Européenne et en Chine (1%

kY 1

producteur mondial). En Europe, le colza représente, & lui seul, 75% de la produciion des
graines oléagineuses (PROLEA, 2003). Parmi les pays européens, la France est, avec
I'Allemagne, le plus important producteur de cette graine. C'est ainsi la quatriéme espéce la
plus cultivée sur notre territoire aprés le blé, le mais et I'orge. Actuellement, le colza semé
appartient & une variété dite double 0 c'est-a-dire sans acide érucique, acide gras cancérigéne
et responsable de maladies cardio-vasculaires, et sans glucosinolate, composés soufrés
responsables de phénoménes d'inappétence et/ou de désordres physiologiques chez les
monogastriques (Lee ef al,, 1984). 1! est de plus certifié comme non génétiquement modifié.
Parmi les 3000 variétés existantes de colza, deux sont majoritairement utilisées : le colza de
printemps (Brassica napus) cultivé habituellement au Canada sous le nom de "canola"
(CANada Oil Low Acid) et le colza d'hiver (Brassica campestris) principalement cultivé en
Europe. La composition de la graine de colza est variable selon l'espéce considérée.

Cependant, les sélectionneurs ont aujourd'hui pour but d'élaborer des variétés de composition

constante entre les espéces (tableau 1.8).
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%

Lipides 40-45
Protéines 15-30
Glucides solubles 17
Fibres 4
Cendres 3,5

Tableau L8 : Composition moyenne de la graine de colza non décortiquée exprimée en % de matiére séche
(Tesster, 2004).

11.4.2. La transformation des graines de colza

Le premier produit attendu de la culture du colza est l'huile, qu’elle soit & usage alimentaire
ou industriel. Par conséquent, le procédé de base de I'industrie du colza consiste 4 extraire
I'huile des graines. Le "passage" de la graine & l'huile de consommation comprend trois étapes
essentielles : Ja trituration qui consiste en une suite d'opérations visant & obtenir, d'une part
Thuile brute de pression, et d'autre part, un tourteau gras, l'extraction de I'huile résiduelle du
tourteau gras par un solvant apolaire, /e raffinage de I'huile brute pour éliminer les impuretés

et améliorer ainsi les caractéristiques physico-chimiques et organoleptiques de I'huile.

Le tourteau, ne contenant plus qu'environ 5% de lipides (g/g de matiére séche), est ensuite

désolvaté pour étre commercialisé trés majoritairement pour I’alimentation animale.

a. Composition du tourteau de colza

Le tourteau de colza double zéro esi une matiére riche en protéines dont Ia valorisation est
principalement cantonnée a l'alimentation animale. C'est une matiére premiere peu onéreuse :
en 2004, son prix sur le marché était de 160 € par tonne (CETIOM, 2004). De la méme
maniére que la graine de colza, la composition du tourteau de colza peut varier selon I'espéce
considérée, notamment au niveau des protéines dont la teneur est comprise entre 33 et 50%.

Le tableau 1.9 présente la composition chimique moyenne d'un tourteau de colza.

Protéines  Fibres Cendres Sucres Lipides Polyphénols
Teneur (%) 40 38 9 6,5 4 2,5

Tableau 1.9 : Composition chimique moyenne d'un tourteau de colza, exprimée en % de la matidre seche (d'aprés
Vioque et al., 2000).
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e Les protéines de colza
La fraction protéique du tourteau de colza est majoritairement constituée de deux familles de
protéines, les globulines et les albumines. Les globulines et les albumines se différencient par
leur structure : taille, composition en acides aminés, nombre de chaines polypeptidiques....
Ces différences structurales conférent des propriétés physico-chimiques particuli
chacune de ces protéines et expliquent leur différence de role physiologique dans la graine
(Lemarié, 1996). De plus, le colza présente la particularité de posséder une composition en
acides aminés "équilibrée". En effet, la répartition de ses différents acides aminés permet
d’atteindre une efficacité nutritive ¢’est-a-dire d’assimilation par les animaux de prés de 80%,
alors que, par exemple, celle du pois, du mais ou du bié n’atteindra que 20 a 50% (Jeejeebhoy,
2000). Le colza offre donc, une composition en acides aminés bien équilibrée dans
I’ensemble, 4 la fois riche en lysine et satisfaisante en méthionine et en tryptophane et de plus,
particuliérement riche en acide glutamique et en glutamine (Godon, 1996), présentant un

intérét particulier en culture de cellules animales.

¢ Les polyphénols

Les tissus végétaux contiennent tous un grand nombre de molécules & fonction phénol.
Cependant, bien que la teneur en acide phénolique soit particuliérement importante dans le
tourteau de colza (quatre fois supérieure a ceile du soja), elle ne représente que 1 & 3% de sa
matiére seche (Naczk er al., 1998). Pourtant, en raison des importantes interactions entre ces
composés phénoliques et les protéines, leur prise en compte est indispensable lors d'une
démarche de valorisation des protéines du tourteau de colza. Il existe deux grandes classes de
composés phénoliques dans le colza :

- les acides phénoliques qui sont présents sous formes estérifiée (80%), libre (15%) et
insoluble (5%), I'acide sinapique étant le principal (figure 1.13)

- les tannins qui sont des composés phénoligues complexes, de taille comprise entre

500 et 3000 Da.
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Figure 113 : Structures des acides phénoliques libres (A) et exemples de tannins (B) présents dans le tourteau de
colza (Naczk et al., 1998).

* Autres composés du tourteau de colza
- les fibres : elles constituent environ 40% du tourteau. Elles sont composées & 47%
d'hémicellulose, 26% de cellulose, 18% de lignine et 9% de pectine insoluble (Rozan, 1997) ;
- les cendres : ce sont des minéraux et des oligo-éléments ;
- les composés anti-nutritionnels constitués par les acides phytiques et les

glucosinolates. Cependant, plusieurs variétés de colza en sont maintenant dépourvues.

b. Valorisation du tourteau de colza

Le principal intérét du tourteau de colza réside actuellement dans son emploi dans le secteur
de l'alimentation animale. Pourtant, cette utilisation reste relativement décevante d'un point de
vue économique. Aussi, certaines voies de valorisation non-alimentaires du tourteau de colza
ont été envisagées. Des études sont conduites afin d’utiliser le tourteau de colza pour, par
exemple, la fabrication de matériaux biodégradables, comme combustible ou en tant que
fertilisant (CETIOM, 1998). Pourtant, les débouchés des tourteaux de colza semblent limités
et ne sont pas trés concluants. La présence de certains composés anti-nutritionnels empéche
teur utilisation dans I’alimentation humaine. Ii s’avére cependant que les protéines de colza,
de par leur diversité de structure, pourraient posséder de nombreuses "propriétés
fonctionnelles” intéressantes pour des applications alimentaires ou non-alimentaires.
Actuellement, le développement des utilisations non-alimentaires semble constituer la voie la
plus intéressante pour le tourteau de colza. Parmi celles-ci, la production de peptides par un
procédé d’hydrolyse enzymatique des protéines de colza est prometteuse car les peptides ainsi
générés, du fait de leurs multiples propriétés (fonctionnelles, nutritionnelles, sensorielles ou

biologiques) présentent plusieurs champs d’applications possibles.
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Ainsi, au sein de notre laboratoire des travaux de recherche ont été effectués sur 'hydrolyse
enzymatique de protéines de tourteau de colza et sur leur fractionnement. Tessier (2004) a
montré que l'utilisation d'un procédé membranaire particulier permettait d'obtenir des
fractions peptidiques ayant des activités biologiques différentes de I'hydrolysat initial. Les
fractions tidiques ainsi obtenues sont susceptibles d'8tre utilisées
applications dont la supplémentation de milieux de cultures de cellules animales. En effet,
depuis l'apparition de la maladie de Creutzfeldt-Jakob et son impact sur la perception du
public envers la sécurit¢ des produits obtenus, les législations tant nationales
qu’internationales prévoient I'interdiction d’utiliser des produits d’origine animale dans un
futur proche. Le procédé utilisé pour 1'obtention de différentes fractions peptidiques de colza
sera détaillé dans la partie "préambule” précédant la présentation des différents résultats

obtenus au cours de ce travail.
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I11. Métabolisme central des cellules de mammiféres en culture

La culture cellulaire, procaryotique ou eucaryotique, est une technologie importante pour la
production de protéines pharmaceutiques. La premiére vague des produits recombinants mis
sur le marché consistait en des proiéines "simpies® c'est-d-dire non glycosylées et qui
pouvaient étre exprimées de fagon intracellulaire par des cellules procaryotiques (hormone de
croissance humaine, insuline, interféron-or). Puis, est apparue la seconde génération de
produits biotechnologiques, a savoir des glycoprotéines complexes, actives et glycosylées,
sécrétées dans le milieu de culture des cellules de mammiféres. Actuellement, un nombre
important de ces produits pharmaceutiques est sur le marché (érythropoiétine, facteur VIII,
tPA (tissue Plasminogen Activater), G-CSF (Granulocyte-colony stimulating facior), ...) et
de nombreux autres sont également sur le point d'étre commercialisés.

Ainsi, depuis que la culture de cellules animales a pris une telle importance pour la productioh
de protéines recombinantes thérapeutiques, l'intérét porté & la connaissance du métabolisme
des lignées cellulaires transformées n'a cessé de croitre (Miller ef al., 1987 ; Fiechter et
Gmiinder, 1989 ; Ljunggren et Higgstrom, 1992, 1994, 1995 ; Stephanopoulos et Sinskey,
1993 ; Fitzpatrick ef al., 1993 ; Neermann et Wagner, 1996 ; Yallop ef al.,, 2003). En effet,
une meilleure connaissance du métabolisme cellulaire permet d'envisager des stratégies de
contrdle des procédés dans le but d'obtenir des vitesses de croissance et de production les plus
élevées possibles a partir des éléments nutritifs disponibles et de minimiser la formation des

co-produits toxiques pour les cellules.

Le métabolisme énergétique primaire des cellules de mammiféres est trés complexe. Il est
réalisé via les voies principales que sont la glycolyse, le cycle de Krebs et la glutaminolyse
dans lesquelles certaines enzymes fonctionnent en tant que régulatrices de flux (Glacken,
1988 ; Lanks et Li, 1988), De nombreuses différences existent enire le métabolisme
énergétique des cellules de mammiféres primaires et transformées. En effet, les lignées
cellulaires continues ont subi des altérations génétiques causant des modifications de leur
métabolisme. Celles-ci s'observent d’une part, via un flux glycolytique augmenté et une
production élevée de lactate, et cela méme dans des conditions aérobies complétes et, d’autre
part, via un métabolisime accru de la glutamine accompagné par i'excrétion d'ions ammonium
et de produits finaux partiellement oxydés, tels que l'alanine (Donnelly et Scheffler, 1976 ;
Glacken et al., 1986 ; Schrimpfef al,, 1994, Elias et al., 2003).
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Les sources majeures de carbone et d’énergie pour les cellules de mammiféres en culture sont
le glucose et la glutamine. La glutamine sert également de source principale d’azote. Les
autres acides aminés, consommeés en quantité moindre, sont utilisés a plus de 80% pour la
synthése des protéines, contribuant ainsi trés peu a la production d’énergie. De la méme
fagon, des composés additionnels tels que les vitamines, les éléments traces et les facteurs de

croissance qui sont indispensables a4 la croissance cellulaire

uuuuuuuu o qQu nt 1ngaispensan:

‘métabolisme énergétique:-Ainsi;-pour-la-majorité- des-lignées, le glucose-et la-glutamine sont -~

les deux sources essentielles d'énergie et les ions ammonium, le lactate et l'alanine les

produits majeurs du métabolisme central.

1111, Voies métaboliques du glucose et de la glutamine

Les principales voies métaboliques du glucose et de la glutamine sont présentées dans la

figure I.14.
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Figure I.14 : Principales voies métaboliques centrales d'assimilation des sucres et des acides aminés pour une
lignée cellulaire d'hybridomes et leurs contributions & la synthéses de macromolécules (d'aprés Paredes et al.,
1998).

54



CHAPITRE | - SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

IL1.1. Le glucose

Les voies principales d'utilisation du glucose sont la glycolyse (étape extra-mitochondriale),
les voies anaplérotiques et le cycle de Krebs (étape intra-mitochondriale), mais il en existe
d'autres : une petite partie du glucose utilisé apporte notamment les précurseurs pour la
_ formation des riboses via Ia voie des pentoses phosphates, qui tient un rdle essentiel dansla -
synthéses des acides nuéléiques et la régénération des cofacteurs réduits (NADPH) et est ainsi

indispensable pour la réplication cellulaire.

a. La glycolyse

La glycolyse est a l'origine des précurseurs métaboliques que sont le glucose 6-phosphate,
fructose 6-phosphate, le dihydrocyacétone phosphate et le 3-phosphoglycérate nécessaires a la
synthése du glycogene, des sucres aminés, du glycérol-3-phosphate et d'un carbone de la ‘
sérine et de la glycine. Le pyruvate est le dernier métabolite de la glycolyse et constitue ainsi
le lien avec le métabolisme mitochondrial.

Selon différentes études (Fitzpatrick ef al, 1993; Kurokawa ef al., 1994; Neermann et
Wagner, 1996; Doverskog et al., 1997; Yallop et al., 2003), il est admis que chez les cellules
de mammiféres en culture, 60 & 90% du glucose utilisé est transformé en pyruvate, via la
glycolyse. La variation de pourcentage obtenu est fonction de ia lignée cellulaire utilisée mais
aussi des conditions de culture et surtout du moment de la phase de croissance 2 laquelle les
analyses ont été effectuées. Le résidu de gluéose est utilisé pour la synthése de
polysaccharides, de lipides ou encore via la voie des pentoses phosphates (5%) (Reitzer ef al.,

1980).

La glycolyse est une voie catabolique essentielle. En effet, la dégradation du glucose génére
non seulement de I'énergie (ATP) et des cofacteurs réduits riches en énergie (NADH+H" et
FADH,) mais également des précurseurs de biosynthése. Pour que la glycolyse continue a
fonctionnef, le NADH doit étre réoxydé en NAD". Le NAD" cytosolique peut-étre régénéré
via des naveties transportant le NADH dans ia mitochondrie, ou par la réduction du pyruvate

én lactate. Si tout le NADH cytosolique était transporté dans la mitochondrie, aucune mole de

lactate ne seral nent aux cellules de mammiféres primaires ou aux
cellules dinsectes, les cellules animales transformées convertissent une grande partie du

glucose disponible en lactate. Ainsi, bien que la quantité de glucose transformé en pyruvate,
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via la glycolyse, soit importante, moins de 0,4% du glucose métabolisé est ensuite converti en
intermédiaires du cycle de Krebs (Neermann ef al., 1996 ; Fitzpatrick ef al., 1993 ; Petch et
Butler, 1994). La figure L15 représente les voies usuelles d'oxydation du glucose dans les
lignées cellulaires animales transformées. Dans la mitochondrie, le pyruvate est décarboxylé
en acétyl coenzyme A par le complexe pyruvate deshydrogénase et entre dans le cycle de

W ealka
KICos.

— -..Glucose ...

aor Glycolys:s

Lactata &

Cytosol

Figure .15 : Voies usuelles d'oxydation du glucose dans les lignées cellulaires continues (Irani et al., 1999).
PEP = Phosphoénol pyruvate ; TCA cycle = cycle de Krebs

Le pyruvate peut &tre, soit réduit, gréce 4 la lactate deshydrogénase, en lactate, qui sera alors
sécrété, soit décarboxylé oxydativement, grice au complexe de la pyruvate deshydrogénase
en acetylcoA qui sera lui-méme oxydé via le cycle de Krebs ou encore transaminé pour
former de I’alanine. 1l peut également étre carboxylé via les voies anaplérotiques. Cependant,
les cellules transformées convertissent typiquement plus de 90% du glucose consommé en
lactate ce qui représente une utilisation inefficace de la source énergétique des carbohydrates.
En effet, comparée a la dégradation aérobie compléte du glucose via le cycle de Krebs qui
géuélé 38 ATR, la pluuuuu(f‘x as
Les raisons de ce fort taux de glycolyse inefficace sont difficiies & expliquer. Hume et al,
(1978) ont suggéré qu'une forte glycolyse aérobie était nécessaire pour maintenir des taux
élevés des intermédiaires glycolytiques qui agissent en tant que précurseurs pour la synthése
macromoléculaire et donc pour la croissance cellulaire. Puis en 1992, Nielsen ef al., ont
montré que les cellules animales ne sont pas limitées par le taux de production d'énergie mais

plutdt par le taux de biosynthese et ajustent donc leur métabolisme énergétique dans ce but. It
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a également été proposé que l'accumulation de lactate dans les lignées cellulaires pourrait étre
liée 3 des déficiences enzymatiques aux points de connexion entre la glycolyse et le cycle de
Krebs au niveau du complexe pyruvate déshydrogénase (PDH), de la phosphoénolpyruvate
carboxykinase (PEPck) et de la pyruvate carboxylase (PC) (Fitzpatrick et ol,, 1993 ;
Neermann et Wagner, 1996 ; Petch et Butler, 1994). Ainsi, Irani ef /., ont montré, en 1999,
que grice a I'introduction, dans des cellules BHK, du géne exprimant la PC, le lien entre la
glycolyse et le cycle de Krebs pouvait éire reconstitué et permettre ainsi une meilleure
utilisation du glucose induisant une diminution de la consommation de ce substrat d'un facteur
nsent que cette accumulation de lactate pourrait éire due a une
déficience dans le transport des équivalents réducteurs du cytosol & la mitochondrie au niveau
des transporteurs aspartate/malate, ce qui entrainerait une accumulation de NADH dans le

cytosol et la formation de lactate (Sanfeliu ef al., 1997).

b. Le cycle de Krebs

La fonction de ce cycle, localisé dans la mitochondrie, est de fournir des précurseurs et des
cofacteurs pour les réactions anaboliques ainsi que pour I'énergie métabolique. En effet, le
cycle de Krebs est la principale source métabolique d'énergie, en terme d'ATP, via
l'alimentation en NADH du systéme respiratoire aprés avoir été relargué lors de l'oxydation
des substrats au cours du cycle. Il et situé au carrefour des métabolismes glucidique, lipidique

a figure 1.1 présenté les relations du cycle de Krebs avec les autres voies

o
=N

et protéique.

métaboliques.
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Figure 1.16 ; Inter-relations entre le cycle de Krebs et les autres voies métaboliques (Stryer, 1992)

111.1.2. La glutamine

La cellule utilise la glutamine, préférentiellement aux autres acides aminés en raison de sa
facilité d'intégration dans le cycle de Krebs. La glutamine représente l'une des sources

principales d'énergie cellulaire, particulierement chez les cellules de mammiféres

et al., 1994 ; Meneses-Acosta et al., 2001). Elle est également importante pour la biosynthése
des acides aminés, des nucléotides puriques et pyrimidiques et des acides nucléiques. C'est un
acide aminé essentiel, particulicrement pour les cellules animales qui sont pour la plupart
incapables de la synthétiser car elles sont, soit dépourvues en glutamine synthétase
(hybridomes et myélomes) (Bebbington ez al., 1992), soit possédent une activité trés faible

(BHK et CHO) (Neermann et Wagner, 1996).

La premiére étape de la glutaminolyse est la conversion de la glutamine en glutamate,
catalysée par une glutaminase. Le glutamate peut alors, soit servir de substrat pour les voies
1

s
o

anaholigues tellee qu hingynthése d'acides aminds : il egt alore u

soit il peut-&tre métabolisé en o-cétoglutarate par la glutamate deshydrogénase pour entrer
dans ie cycie de Krebs (figure 1.17). Dans ie cas ou tout le giutamate serait utilisé pour Ia
formation de I'0KG, une mole de NH4" serait formée par mole de glutamate utilisé.
Inversement, si tout le glutamate est utilisé par les transaminases, pour la synthése des autres

acides aminés, il n'y aura pas de libération de NH4".
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o-cétoglutarate

+ X Alanine
N, \< Aspartate
GoH TA
; Pyruvate
- Oxaloacétate

glutamate

ey
NH4 '{ Glutaminase

glutamine

Figure1.17 : Représentation schématique de la glutaminolyse (d'aprés Haggstrom et al., 1996).
GDIH = Glutamate déshydrogénase, TA = Transaminase

TI1.2. Niveaux des enzymes impliquées dans le métabolisme du glucose et de Ia
glutamine, activités et effecteurs

Afin d'expliquer les flux métaboliques observés, les activités des enzymes clés du
métabolisme central ont été mesurées dans des extraits de lignées cellulaires industrielles
(Fitzpatrick et al., 1993 ; Neermann et Wagner, 1996 ; Vriezen et van Dijken, 1998). Des
variations d'activités enzymatiques surviennent en cours de culture, de nombreuses activités
une culture discontinue (Fitzpatrick

etal., 1993).

T11.2.1. Principales enzymes de la glycolyse

La figure I.18 présente les différentes réactions de la glycolyse ainsi que les enzymes mises en
jeu.

L'hexokinase, (ATP:D-hexose-6-phosphotransférase, BC 2.7.1 1) lide 3 une porine dans la

....... penne

membrane externe de la mitochondrie est res

dans des cellules tumorales et semble donc tenir un rdle important dans les cellules
proliférantes (Golshani-Hebroni et Bessman, 1997). Ceite enzyme, qui n'est pas trés sensible a
linhibition rétroactive par le glucose, utilise I'ATP dérivé du métabolisme énergétique
mitochondrial pour la phosphorylation du glucose. 11 a été suggéré que l'utilisation de cet ATP

stimule également le cycle de Krebs en fournissant de I'ADP aux mitochondries. L'activité de
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cette enzyme est régulée par la glutamine et semble déterminer le métabolisme global du
glucose. Plus précisément, lorsque moins de glutamine est consommée, les ions ammonium
sont produits en moindre quantité et la nécessité pour la cellules de les détoxifier en formant

du pyruvate est donc moins importante. La consommation de glucose est alors plus faible.

Glucose

ATP
Hexokinase

SADP
Glucose 6-phosphate

Phasphogluccss
Isomérase [

Fructose 6-phosphate

- ATP
Phosphofructo-
kinase N ADP
Fruct 1,6-bisphosph
Aldolase
Triose phosphate 1
Dihydroxyacétone Isomérase Glycéraldshyde

phosphate 3-Phosphate
Glycéraldéhyde (NAD"r + Pi

3-phosphate
déshydrogénase NADH4+ H*
1,3-Bisphosphoglycérate

Phosphoglycérate ADP
kinase N, ATP

3-Phosphoglycérate

Phosphoglycéro-
mutase

2-Phosphoglycérate

Endlase

| >He0

Phosphoénolpyruvate
ADP
Pyruvate

kinase |SATP

Pyruvate

Figure 1.18 : Schéma récapitulatif des réactions de la glycolyse.
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La phosphoglucose isomérase (D-glucose-6-phosphate keto isomérase, EC 5.3.1.9) catalyse la
conversion réversible du glucose-6-phosphate en fructose-6-phosphate, Cette enzyme est
présente en large exceés par rapport au flux métabolique de la glycolyse et n'influence donc

pas son contrdle. Elle est utilisée a la fois lors de la glycolyse et de la néoglucogénése.

La phosphofructokinase (ATP:D-fructose-6-phosphate 1-isotransférase, EC 2.7.1.11) catalyse
la phosphorylation du fructose-6-phosphate en fructose-1,6-biphosphate. Cette enzyme est

inhibée par de fortes concentrations d'ATP, de phosphoenolpyruvate et de citrate, et est

o

5 A ! nhaani an I ma 4 2 AL L o
stimulée par 'AMP et le fructose 2-6-phosphate. Elle a longtemps été considérée comme

régulatrice de la glycolyse (Brand, 1985 ; Newsholme ef a/., 1987). Cependant, il a depuis été
al., 1993 ; Neermann and Wagner, 1996) ce qui impliquerait plutdt un contréle du flux

glycolytique par cette derniére.

La glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (D-glycéraldéh}krde-3-phosphate:NAD+
oxydoréductase, EC 12.1.12) catalyse la conversion réversible du glycéraldéhyde-3-
phosphate en 1,3-diphosphoglycérate. Elle est présente en grande quantité chez les cellules de
mammiféres transformées et est impliquée dans la glycolyse et dans la gluconéogenése.

Cependant, son activité n'est pas prépondérante dans la régulation du flux glycolytique.

La phosphoglycérate kinase (ATP:3-phospho-D-glycérate 1-phosphotransférase, EC 2.7.2.3)
catalyse la conversion réversible du 1,3-diphosphoglycérate en 3-phosphoglycérate. Cette
étape est génératrice d'ATP. Cette enzyme est présente en grande quantité et n'intervient donc

pas dans la régulation du flux glycolytique.

La pyruvate kinase (ATP:pyruvate 2-O-phosphotransférase, EC 2.7.1.40) est la derniére

enzyme de la glycolyse. Elie permet d'obtenir le pyruvate tout en générant de I'ATP.
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i1.2.2. Enzymes de branchement entre la glycolyse et le cycle de Krebs

La figure 1.19 présente les différentes réactions anaplérotiques chez les cellules animales ainsi

que leurs enzymes.

Phosphoénolpyruvate

'

Pyruvate

|ppR

Acetyl-CoA

Onaloacetate

Malate 7
L

Figure 1.19 : Schéma récapitulatif des voies anaplérotiques chez les cellules animales.
PDH = complexe Pyruvate deshydrogenase PEPck = Phosphoénolpyruvate carboxykinase, PC = Pyruvate

Nose OM =
carboxylase, EM

ine ma

Le complexe pyruvate déshydrogénase (PDH) permet la décarboxylation oxydative du
pyruvate en acétylcoA. Il possede une faible activité qui pourrait ainsi constituer une barriére
A l'entrée des intermédiaires glycolytiques dans le cycle de Krebs. L'augmentation de son

activité pourrait alors permettre de promouvoir la fermentation aérobie du glucose.

La pyruvate carboxylase est une enzyme mitochondriale anaplérotique clé. Elle induit

I'augmentation du taux d'oxaloacétate dans la matrice et permet_ en le carhoxylant, |

LI

o

mitochondrie, par l'acétyl-CoA. Cette activation permet d'augmenter l'activité du cycle de
{'oxaloacétate en supplément pour accélérer le cycle.
La production d'oxaloacétate permet de conduire le pyruvate et les composés glucoformateurs
qui le précédent (lactate, alanine, sérine, cystéine...) vers la gluconéogenése. La pyruvate

carboxylase est inhibée allostériquement par le malonyl-CoA.
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L'enzyme malique carboxyle le pyruvate en malate grice a I'énergie apportée par 'oxydation
du NADPH.

La phosphoénolpyruvate carboxykinase décarboxyle 'oxaloacétate en phosphoénolpyruvate.
Cette enzyme fonctionne dans les deux sens et permet ainsi aux intermédiaires du cycle de

Krebs d'étre convertis en glucose.

111.2.3. Principales enzymes de la glutaminolyse

La glutaminase est une enzyme clé dans le métabolisme de la glutamine. Elle permet la
conversion de la glutamine en glutamate avec formation dions NH,". Sa régulation est
relativement complexe car bien que possédant un grand nombre d'effecteurs in vitro, ses
effecteurs in vivo les plus importants, excepté pour le phosphate, ne sont pas connus
(Curthoys et Watford, 1995). Comme le phosphate est nécessaire & son activité, il est possible
qu'un flux glycolytique élevé contrdle indirectement I'activité de la glutaminase en séquestrant
les phosphates dans les intermédiaires glycolytiques et diminue ainsi son activité. Ceci a
d'ailleurs été vérifié en 1998, par Martinelle ef /., qui ont montré que le métabolisme via la
glutaminase était significativement angmenté dans des cultures d'hybridomes et de myélomes
limitées en glucose. L'activité de cette enzyme est trois fois supérieure 4 la vitesse spécifique
de consommation de la glutamine (Neermann et Wagner, 1996). Ainsi, on peut penser que
c'est le transport de la glutamine plut6t que l'activité de l'enzyme qui est limitant. Cependant,
Jenkins ef al. (1992), admettent que la glutaminase peut-étre sujette 4 une régulation

intracellulaire et est donc une bonne candidate régulatrice de la glutaminolyse.

L'alanine aminotransférase et l'aspartate aminotransférase permetient, respectivement, la
formation d'alanine et d'aspartate 4 partir du glutamate et fournissent ainsi neuf moles d'ATP

par mole de glutamine consommée.

La glutamate déshydrogénase (GDH) est une enzyme importante pour la production d'énergie
puisqu'elle permet de générer 27 moles d'ATP par mole de glutamine consommée, si l'a-
cétoglutarate est totalement transformé en CO, et HyO. Son activité est augmentée
allostériquement en présence d'ADP et inhibée en présence d'ATP. Elle peut-étre altérée dans

des conditions de stress.
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111.3. Dynamique du métabolisme celiulaire en culture
TI.3.1. Cinétiques d'assimilation du glucose et de la glutamine

Les vitesses spécifiques de consommation de glucose et de glutamine suivent habituellement
la méme tendance que la vitesse spécifique de croissance c'est-a~dire qu'elles sont initialement
élevées puis décroissent en cours de culture (Hu et al,, 1987 ; Ljunggren et Haggstrém, 1994)
et ce, méme si la croissance est maintenue en phase exponentielle de fagon forcée par des
additions ponctuelles de sérum ou d'insuline (Ljunggren et Higgstrom, 1995 ; Doverskog ef
al de

1997). Les cinétiques d'assimilation ucose et de glutamine lors des culture

@

-
cellules de mammiféres industrielles sont déterminées par de nombreux facteurs tels que la
nature des systémes d'assimilation de ces substrats et leurs régulateurs spécifiques, leurs
concentrations, leurs proportions respectives, le besoin cellulaire en énergie et en précurseurs,
la vitesse de croissance, la concentration en oxygene dissous, le pH de culture et la
température. De plus, les caractéristiques de consommation du glucose et de la glutamine

peuvent étre spécifiques de la lignée cellulaire cultivée.

L'assimilation du glucose est déterminée par une diffusion facilitée dans la plupart des
cellules de mammiféres. Le transporteur existe sous douze isoformes (GLUT1 -GLUTI12) qui
possédent des propriétés cinétiques différentes. L'incorporation se fait généralement grice a
un gradient de concentration de
étre réalisée grice a un processus de symport-Na" saturable, de grande affinité, conduit par le
gradient transmembranaire d'ions sodium. Les vitesses de consommation de glucose par des
systémes saturables et insaturables sont augmentées dans les lignées cellulaires transformées
du fait d'un nombre accru de molécules protéiques de transport, particuliérement du
transporteur de diffusion facilitée. Le transport du glucose a travers la membrane n'est pas
limitant {pour la glycoiyse) puisque ia vitesse de iransport est significativement pius éievée

et T,

ue la vitesse de catabolisation du glucose (Fitzpatrick ef al., 1993, Neermann et Wagner,

w2

1996).

La glutamine est assimilée par trois systémes majeurs de transport : A (Alanine), ASC
(Alanin, Sérine, Leucine) et L (Leucine) (Dall'Asta e al., 1990). Tandis que les systémes A et
ASC sont des symports Na” conduits par un gradient de sodium, le transport par le systéme L,
qui est un antiport, est dépendant de I'accumulation intracellulaire de méthionine. De plus,
l'activité du systeme A est accrue chez les cellules de mammiféres transformées (McGivan et

Pastor-Anglada, 1994).
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Dans les cultures discontinues de la plupart des lignées cellulaires industrielles,
I'accumulation de lactate, d'ions ammonium et d'alanine accompagne la croissance cellulaire.
Les concentrations finales de ces co-produits dépendent des concentrations initiales de
glucose et de glutamine ; des cas de figures typiques sont : 8-35 mM de lactate, 2-3 mM
ammonium et 1-2 mM d'alanine dans le milieu avec des concentrations initiales en glucose de
5-25 mM et en glutamine de 4 mM. La décomposition spontanée de la glutamine contribue &

l'accumulation d'ions ammonium.
I11.3.2. Rendements et ratios métaboliques

Les rendements et ratios métaboliques sont fréquemment utilisés pour évaluer le métabolisme
cellulaire et pour interpréter les effets des changements de conditions de culture. Par exemple,

Y cellulefetucose €t Ycellerglutamine indiquent fe nombre de nouvelles cellules formées par quantité

B

de glucose ou de glutamine consommée par les cellules. Un chiffre élevé indique que le
substrat est utilisé plus efficacement pour la croissance que si ce chiffre est faible. Les ratios
NH,"/glutamine et lactate/glucose (en mole/mole) sont les témoins des performances
métaboliques des cellules et indiquent la formation de NH4" & partir de la glutamine et de
lactate & partir du glucose. Les valeurs théoriques maximales sont Y wusvgiutamine = 2 €t
Yiactaterglucose = 2. Les valeurs classiques retrouvées lors de cultures discontinues sont de l'ordre

de 1,4"2 pour Ylactare/glucose et 0,4'1 pour YNH4+/glutamine-

111.3.3. Interactions entre le métabolisme du glucose et celui de la glutamine

La compréhension de la relation existant entre le métabolisme du glucose et celui de la
glutamine permet de fournir des éléments complémentaires pour fe contrdle optimal du
processus de production afin de respecter la formation d'énergie pour la croissance et la
synthése des produits, tout en minimisant la formation de co-produits indésirables. Une
augmentation de la concentration en glucose augmente la vitesse de consommation du glucose
et de production du lactate mais diminue le métabolisme oxydatif, parfois sans inhiber la
consommation de glutamine (Luan ef al,1987). A faible concentration en glucose, la
consommation de glutamine est augmentée et ['efficacité du métabolisme glutamique
augmente-du fait de la régulation de la voie de la GDH. La vitesse de consommation de la

glutamine augmente en réponse a une augmentation de la concentration en glutamine sans
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affecter le métabolisme du giucose ou le métabolisme oxydatif. 1l est maintenant
généralement admis que les lignées cellulaires continues sont métaboliquement hyperactives,
produisant plus 'ATP et de NADH qu'elles n'en ont besoin (Sanfeliu ef al., 1997 ; Bonarius
et al., 1998).

111.3.4. Contrdle du métabolisme du glucose et de 1a glutamine

En mode de culture discontinue, les concentrations élevées en glucose et glutamine
normalement utilisées augmentent les vitesses initiales de consommation des substrats et les
flux métaboliques, conduisant ainsi & une saturation du métabolisme et & l'accumulation des
co-produits inhibiteurs que sont le lactate et les ions ammonium. Bien que les niveaux atteints
par ces derniers, lors des cultures discontinues, ne soient pas critiques, une attention
particuliére doit y étre portée dans le cas de cultures & hautes densités cellulaires. En effet, au
dessus de 40 mM, le lactate commence & devenir un effecteur pouvant inhiber la croissance
cellulaire et la production de protéines et activer la vitesse spécifique de décés "kd" (Goergen,
1992). La diminution des concentrations initiales en glucose et en glutamine permet de
diminuer la formation de ces co-produits, sans affecter négativement la croissance ou la
production. Ljunggren et Higgstrom (1994 et 1995) ont ainsi montré qu'en contrdlant les

concentrations en glucose et en glutamine, dans des cultures semi-continues ou continues, le

nitation en glutamine réduit non

seulement la formation des ions ammonium dans des cultures de myélomes et d’hybridomes
mais également la formation d'acides aminés en excés (Ljunggren et Héggstrom, 1992). Une
limitation simultanée en glucose et en glutamine restreint 4 la fois la vitesse spécifique de
consommation du giucose et de la glutamine et par conséquent la formation de lactate et
d'ions ammonium (Ljunggren et Haggstrom, 1994 et 1995 ; Kurokawa et al., 1994). De plus,

ia production de proiéines recombinanies peut-étre augmentée dans ces conditions. Ainsi, en

es combinant avec un

utilisant de telles stratégies, et en

urisan S, e

apport en acides aminés, des densités

cellulaires et des concentrations en anticorps plus élevées ont pu étre obtenues.

IIL4. Cas des cultures en milieu sans sérum
Lors de cultures sans sérum, les cellules ont un besoin accru de synthétiser des précurseurs de
la biomasse. La comparaison du métabolisme de différentes cellules cultivées, soit dans des

conditions avec sérum, soit sans sérum, a montré que le rendement molaire de lactate produit
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en fonction du glucose consommé est plus élevé dans le cas des cultures sans sérum,
indiquant un flux glycolytique plus important dans ces conditions. Cependant, les taux de
conversion des métabolites du glucose vers le cycle de Krebs et vers la voie des pentoses
phosphates sont les mémes. Ainsi, cela signifie que lors des cultures avec sérum, le glucose
est utilisé de fagon non négligeable (32%) par d'auires voies que celles de la glycolyse, du
cycle de Krebs et des pentoses phosphates, telles que celles du métabolisme des lipides et de
la glycosylation des protéines alors que seulement 18% du glucose est utilisé par ces autres
voies dans des conditions sans sérum. Ceci pourrait expliquer la vitesse de division plus
élevée des cellules souvent observée en présence de sérum (Neermann et Wagner, 1996). De
méme, les activités des enzymes de la glutaminolyse sont plus élevées lors de cultures dans
des conditions sans sérum. Ceci va de pair avec une vitesse spécifique de consommation et
d'oxydation de la glutamine plus élevée en culture sans sérum et indique donc que les activités
enzymatiques peuvent étre influencées par les conditions de culture. Ainsi, les activités
enzymatiques sont fonction de I'état physiologique de la cellule et dépendent des conditions

de culture (Neermann et Wagner, 1996).

1115, Conclusion

La figure 1.15 résume les principales voies d'utilisation du glucose et de la glutamine, les deux

principaux systémes de transport des acides aminés et

oplasma ]'mlcix_n‘
Nueleotides

e

eplides

<70 Amineo
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Figure 1.15 : Mode d'utilisation, par les cellules en culture, des sources majeures d'énergie : glucose et glutamine
et principaux systémes de transport des acides aminés et des peptides.
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Comme nous venons de le voir, les lignées cellulaires continues de mammiféres ont
l'inconvénient métabolique de ne pas pouvoir oxyder complétement le glucose en CO, et H,O
(Miller et al., 1987). La majorité du glucose est oxydé en pyruvate, puis en lactate, ce qui
génére seulement 2 moles contre 36 si le pyruvate était dirigé vers le cycle de Krebs. Pour se
fournir en énergie, les lignées cellulaires continues recourent & la glutamine, ce qui entraine
I'accumulation de NHy" (figure 1.15). Au cours des cultures discontinues, le métabolisme des
cellules change en fonction des substrats consommés et des co-produits relargués. Cela
conduit & un changement des activités enzymatiques qui peut affecter 1'état des cellules et
donc leur croissance et leur capacité de production. Les activités catalytiques maximales de
certaines enzymes fournissent une indication quantitative des flux & travers les voies
métaboliques. Les activités enzymatiques ont donc un rdle d'indicateur et de régulateur de
flux, 4 condition d'examiner les rapports entre différentes activités et les changements relatifs

de ces demiéres dans des conditions spécifiques.
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CHAPITRE I : MATERIEL ET METHODES

I. Culture celluiaire

1.1. Lignées cellulaires

a. Cellules CHO C5

La lignée d'ovaire de hamster chinois CHO C5 utilisée dans la grande majorité de ce travail
est un clone issu de la lignée CHO 320, transfectée 4 1'aide de 'ADNc codant pour I'a 2,6-
sial yltransférase de rat (Monaco er al,, 1996). La lignée CHO 320 résulte elle-méme de la
cotransfection dans la lignée CHO Dux-B11 dhfr- des ADNc codant respectivement pour
l'interféron-gamma humain et la dehydrofolate réductase (Hayter et al., 1991). Les cellules
CHO C5 sont donc pourvues de la déhydrofolate réductase (dhfr+) et sont productrices
d’interféron gamma humain (figure I1.1), Elles sont adaptées & la culture en suspension et en

milieu sans sérum (milieu de référence défini en 1.3.1.b).

ADNc IFN ADNc 02,6-ST
CHO Dux-B11 L—b CHO 320 ¥—> CHO C5

(2,6-ST-, dhfr-) (IFN+, 02,6-ST-, dhfr-+) (IFN+, 02,6-ST+, dhfr+)

Figure I1.1 : Représentation schématique de la construction de la lignée CHO CS5 utilisée au cours de notre étude.

b. Cellules CHO K1

La lignée CHO K1 est une lignée sauvage commercialisée par 'ATCC, référence CCL-61,
déficiente en déhydrofolate réductase (dhfr-). Elle est cultivée dans du milieu oMEM,
supplémenté par des ribo- et des désoxyribonucléosides ainsi que par 5% de sérum de veau

feetal. Cette lignée est dépendante d'une adhérence.
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c. Ceilules Vero

La lignée de cellules Vero (African green monkey kidney cells) utilisée est une souche qui
nous a été fournie par la société Biopharma (Maroc). Ses propriétés biologiques ont été
décrites par Terasima et Yasukawa (1987). C'est une cellule adhérente-dépendante, présentant
un temps de doublement d'environ 23 heures lors de sa culture en milieu dMEM, supplémenté
avec 10 % de SVF. Cette lignée est particuliérement utilisée pour la production de vaccins

humains a I'échelle industrietle.

d. Hybridomes

La lignée d'hybridomes utilisée nous a été fournie par A. Martial (Laboratoire de recherche en
génie Industrie] Alimentaire, Bourg-en-Bresse). Ses caractéristiques (origine et nature des
anticorps monoclonaux produits) sont soumises & confidentialité. Ces cellules sont cultivées

dans du milien RPMI supplémenté par 5% de SVF.

e. Cellules NSO

Une lignée cellulaire NSO (myélome de souris) exprimant un anticorps recombinant, nous a

ét industriel. Elle est soumise & con

D~

rnie par
11e par

1

[#]

un milieu sans sérum et sans protéine animale.

1.1.2. Conservation des lignées cellulaires

a. Congélation des cellules

Les lignées cellulaires sont conservées dans l'azote liquide (-196°C) dans des cryules
contenant 1.10 cellules en suspension dans 1 mL de milieu de congélation constitué de 70%
du miiieu de cuiiure, de 20% de sérum et de 10 % de diméthyi-suifoxyde (DMSQ) pour les
cellules cultivées en présence de sérum et de 90 % du milieu de culture et de 10% de DMSO
pour les celtules cultivées en milieu sans sérum.

Afin d’effectuer la congélation des cellules, 1.107 cellules sont centrifugées et le culot
contenant les cellules & congeler est remis en suspension dans le milieu de culture (+/- sérum),
Le DMSO est ensuite ajouté goutte & goutte, tout en maintenant les cryules dans la glace. Le

DMSO est un agent cryoprotecteur empéchant la formation de cristaux de glace qui feraient
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exploser les cellules lors de la congélation. 1l est cytotoxique & température ambiante. La
congélation des cellules est alors réalisée en plusieurs étapes a l'aide de l'appareil de
congélation Nicool LM. Ainsi, les cryotubes sont maintenus & -11,5°C pendant 25 minutes,
puis 4 -61°C pendant 10 minutes et sont enfin plongés pendant une minute dans I'azote liquide

avant d’étre stockés dans un container d’azote liquide.

b. Décongélation des cellules

Les cellules sont décongelées rapidement en placant le cryotube dans un bain thermostaté 4
37°C. La suspension cellulaire est ensuite diluée dans 5 mL de milieu frais avant .d'étre
centrifugée pendant 5 minutes & 800 rpm. Le surnageant est alors éliminé, le culot cellulaire
remis en suspension dans du milieu frais, introduit dans un flacon de culture qui sera alors
incubé a 37°C.

1.1.3. Propagation des cellules

Dans le cas de celluies adhérentes, lorsque la confluence est atteinte dans les flacons statiques,
le surnageant est 8liminé et le tapis cellulaire rincé & l'aide de tampon PBS. Les cellules sont
détachées par protéolyse ménagée a l'aide d'une solution de trypsine (0,05 g/L trypsine, 0,02
/L EDTA, 0,85 g/L NaCl) et incubées quelques minutes 4 37°C. L'action de la trypsine est
alors stoppée par l'addition de milieu de culture frais et la suspension ainsi obtenue
centrifugée 5 minutes 4 800 rpm. Le culot cellulaire obtenu est repris par une quantité
adéquate de milieu frais pour étre & nouveau propagé en flacons statiques a bouchons ventilés
de maniére & permettre les échanges gazeux. Ces flacons sont ensemencés 4 raison de 0,2.105

celtules/cm” puis placés dans un incubateur régulé & 37°C et 5% de CO, (Jouan EG 1101R).

Les cultures en suspension peuvent étre ensemencées avec des cellules préalablement

propagées en adhérence ou en suspension, Elles sont réalisdes en flacons agitds de type
nnare an varen ey tioasdaaiaoa PO DU ST T I LI
Erlenmeyers en polycarbonate, spinners en verre ou bioréacteur. La densité cellulair

d'ensemencement est de 2.10° cellules/mL. La mise en ceuvre de tels types de culture sera

détailiée dans la partie 1.2.2.
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1.1.4. Numération cellulaire
a. Par microscope optique

Les cellules sont dénombrées par observation au microscope optique & l'aide d'un
hémacytométre ou cellule de Thoma. Le comptage de 6 grilles contenant chacune entre 20 et
150 cellules est réalisé pour chaque préiévement. Liincertitude sur la valeur de la densité
cellulaire ainsi obtenue est comprise entre 10 et 20% (Nielsen et al., 1991).

La viabilité cellulaire est déterminée par coloration au bleu trypan, colorant qui pénétre dans

o

les cellules dont la membrane est endommagde, donnant ainsi une coloration bleue aux
cellules mortes. Pour cela, 0,1 mL de la solution de bleu trypan est ajouté & 1 mL de la

suspension cellulaire.

b. Par systéme de comptage automatique

Le Cellscreen (figure I1.2) est un équipement commercialisé par la société Innovatis
(Bielefeld, Allemagne).

Tigure I1.2 : Photographie de I'appareil Cellscreen (Innovatis).
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Son principe de fonctionnement consiste & acquérir directement des images de cellules en
culture dans des plaques 96 puits, sans aucune coloration, ni prélévement. Les images sont
ensuite traitées par un logiciel d'analyse d'images permettant d'évaluer le nombre de celtules
totales ainsi que leur répartition selon leur taille. Cet appareil présente I'avaniage
supplémentaire de pouvoir suivre la croissance des cellules sur une période de temps assez
longue, grice a des mesures successives mais par contre ne permet pas de distinguer les
cellules vivantes des cellules mortes. L'incertitude sur la valeur de la densité cellulaire ainsi
obtenue est comprise entre S et 10% (Brinkmann ef al., 2002).

La phase de préparation consiste & déterminer la configuration de I'expérience. Une séiection
et une description détaillées de l'expérience doivent étre réalisées : position et surface des
puits & compter, volume de culture, type cellulaire et systéme de culture. Durant la phase de
mesure, les échantillons sont photographiés grice 4 une camera CCD qui réalise un auto-focus
pour chaque image. De plus, la technologie de contréle de cet appareil permet d'assurer
qu'exactement 1a méme région de I'image dans le puit est photographiée & chaque nouvelle
lecture. 1l est ainsi possible de suivre la croissance des cellules dans chaque région
sélectionnée (figure 11.3). Les résultats peuvent étre présentés de différentes fagons : images
individuelles, courbes de croissance, graphiques de densité cellulaire ou visualisation de
'évolution de la croissance au cours du temps. Tous les résultats sont automatiquement

stockés dans une base de données.

Figure IL3 : Capture d'écran du Cellscreen au cours d'un comptage de cellules en suspension.
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1.1.5. Adaptation a la suspension

La lignée CHO K1 a été adaptée a la culture en suspension. Dans -un premier temps, les
cellules adhérentes sont détachées par trypsination, centrifugées et remises dans du milieu
frais (cf 1.3.1.). Cette suspension est utilisée pour l'ensemencement de fioles d'Erlenmeyer en
polycarbonate, 4 raison de 3.10° cellules/mL. Ces fioles sont placées sur une table d'agitation
orbitale (IKA-réf. KS 50T), réglée a 70 rotations par minute. Aprés 48 heures de culture, la
suspension cellulaire comporte des cellules libres et des agrégats. Les flacons sont laissés au
repos pour permetire la décantation des agrégats. La phase supérieure du surnageant est
prélevée de facon & réduire au maximum le prélévement d'agrégats et les cellules sont
centrifugées et réensemencées dans du milieu frais 4 2.10° cellules/mL. Le protocole décrit ci-
dessus est renouvelé durant une dizaine de propagations (environ 20 jours) afin d'obtenir une

suspension cellulaire sans agrégat, que l'on peut alors qualifier de lignée adaptée a la

suspension.
1.1.6. Adaptation & la culture en milieu sans sérum

Les lignées CHO K1, Vero et les hybridomes ont été adaptés a la culture en milieu sans

sérum. Deux protocoles d'adaptation différents ont été utilisés.

Dans le cas de la procédure d’adaptation brutale, les cellules habituellement cultivées dans un
milieu contenant du sérum sont directement transférées dans un milieu sans sérum. Nous
considérerons que les cellules sont adaptées a leurs nouvelles conditions de culture lorsqu'une

croissance acceptable est obtenue aprés plusieurs propagations successives.

Dans le cas de la procédure d’adaptation progressive, les cellules sont placées dans un milieu
contenant 75% du milieu initial et 25% du milieu final (sans sérum), puis propagées jusqu'a ce
que leur temps de doublement se stabilise. Ce protocole peut alors &tre répété avec un milieu
contenant 50% du milieu initial et 50% du milieu final, puis respectivement 25% et 75%, et
enfin 100% du milieu final ¢’est-a-dire du milieu sans sérum. Les cellules sont considérées
comme adaptées au nouveau milieu aprés qu’une croissance correcte des cellules ait été

observée pendant un minimum de cinq propagations dans ce milieu final.
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1.2, Systémes de culture
1.2.1. Culture statique

Les cellules sont propagées en flacons statiques & bouchons ventilés offrant une surface de 25
em?, 75 cm® ou 175 cm® (Greiner). Ces flacons sont positionnés dans un incubateur régulé &
37°C et & une atmosphére a 5% de CO, (Jouan EG 1101R).

1.2.2. Culture en suspension

a. Fioles d'Erlenmeyer

Les cellules adaptées a la culture en suspension sont propagées en fiole d'Erlenmeyer, en
polycarbonate, 3 usage unique, de 500 mL, 250 mL ou 125 mL (Coming - réf. 25600). La
densité d'ensemencement est généralement de 2 & 2,5.10° cellules/mL. Le ciel de la fiole est
rempli durant trois minutes d'un mélange gazeux constitué de 5% de CO, et 95% d'air, puis la
fiole est fermée et déposée sur une table d'agitation (IKA - réf. KS 501) placée dans une étuve
thermostatée & 37°C. La vitesse d'agitation est réglée & 70 tr/min. Le volume utiie de fa culture
est le cinquiéme de la contenance maximale de la fiole (exemple : 25 mL pour la fiole de 125
mL). Un volume utile supérieur perturbe l'agitation du milieu et peut engendrer la création
d'agrégats cellulaires ainsi qu’une moins bonne aération. Le pH et l'oxygéne dissous ne sont

pas régulés dans ces cultures.

b. Flacons agités ou "spinners"

Ce sont des flacons agités cylindriques (Techne), en verre borosilicaté de 500 mL, pourvus
d'une tige aimantée centrale dont I'extrémité supérieure est fixée au bouchon. Ils sont placés
sur une table d'agitation magnétique (Techne Mcs 1045) dont la vitesse est fixée & 40 tr/min et
qui est disposée dans un incubateur régulé & 37°C et 5% de CO2 (Jouan EG 1101R). Bien que
le volume utile de ces flacons soit de 250 mL, nous nous sommes limités & 160 mL de
suspension cellulaire afin de favoriser 'oxygénation de la culture, réalisée par des échanges
gazeux avec le milieu extérieur par le biais des bouchons latéraux, légérement dévissés (figure

11.4). Le pH-et'oxygéne-dissous ne sont pas régulés dans ces cultures.
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@ Axe rotatif
@ Aimant
@ Bouchons latéraux

® Echanges gazeux

Tigure T1.4 : Représentation schématique d'un flacon agité, de type "spinner”.
c. Bioréacteur régulé et parfaitement agité

Un bioréacteur de 2 L a été utilisé (SGI) pour réaliser des cultures discontinues. Sa
configuration est représentée dans la figure ILS. Le bioréacteur est un systéme de culture
particuliérement bénéfique car il permet la régulation de plusieurs paramétres opératoires
importants tels que le pH, la température, le pourcentage d'oxygéne dissous ainsi que la
vitesse d'agitation. Le volume utile des cultures réalisées est de 1,2 L. Avant
l'ensemencement, le réacteur contenant du PBS est stérilisé par autoclavage (30 min, 121°C, 1
bar). Ce demnier est ensuite soutiré et la suspension cellulaire injectée de fagon stérile, sous
une enceinte stérile. L'agitation, fixée 4 50 rpm, est réalisée 4 l'aide d'un module d’agitation &
pales inclinées fixées sur un axe central. Les prélévements pour comptage et dosages sont

réalisés directement dans le bioréacteur, toutes les douze heures environ.

Regulalion l' Regulalion Reguiation h Regulalion
Agitation |  Oxygene Temperalure. Pl
}
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NOMENCLATURE: |

T01: Sortie d'alr H
w02t Sonde 02

NO3: Sunde temperstuse
N04: Sonde Pil

W 05: Eleotrovanne

N06: Drbitinetre

NN Fillre O«ZMM

Figure IL.5 : Représentation schématique du bioréacteur utilisé (SGI).
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e Régulation de la température
La température est contrdlée par un systéme de bandeau chauffant autour de la paroi de la
cuve. La valeur de consigne de température est de 37°C. Une plaque de cuivre, positionnée
entre le bandeau et la paroi en verre assure une meilleure régulation en évitant d'éventuels

"poinis chauds".

e Régulation du pH
Le pH est contrblé par un systéme de régulation de type PID (Proportionelle-Intégrale-
Dérivée) couplé & une sonde stérilisable de mesure du pH (Ingold). Celle-ci est étalonnée
avant stérilisation 4 I'aide de solutions tampons commerciales de pH 4 et de pH 7. Le systéme
de régulation PID commande {'ajout "d'acide", en l'occurrence le CO, pour la dissociation de
H,COs en H' et HCO;, si le pH mesuré est supérieur 4 la valeur de consigne. Dans le cas
contraire, la régulation actionne l'injection de soude 0,2 N (isotonique) vers le réacteur 4 'aide
d'une pompe péristaltique. La valeur de consigne appliquée au cours de la culture est de 7,2.
En début de culture, I'ajout de CO, est privilégié, puis, seule intervient la régulation de pH par

ajout de soude, le métabolisme cellulaire ayant tendance & acidifier le milieu.

¢ Régulation de l'oxygene dissous
La pression partielle en oxygéne dissous (pO,) est également contrélée par un systéme PID
couplé & une sonde stérilisable (Ingold) qui est étalonnée avant stérilisation. Les valeurs 0 %
et 100 % de saturation de I’air sont obtenues en plagant la sonde dans un flux d'azote puis
d'air, Pendant la culture, l'aération est assurée par un diffuseur de gaz situé en fond de cuve,
ou par le ciel du réacteur afin d'éviter au maximum l'apparition de mousse. L'injection
d'oxygéne ou d'azote est soumise 4 'ouverture d'une électrovanne pilotée par le systéme de

régulation PID. La valeur de la consigne de pO, est fixée & 50 % de saturation de I’air.
1.3. Milieux de culture

1.3.1. Milieux & base de RPMI

La formulation de ces milieux dérive du milieu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
auquel sont ajoutés des éléments nutritifs. de faible poids moléculaire conformément aux
recommandations de Hamilton et Ham (1977). Le milieu RPMI-1640 dont la composition est

présentée dans le tableau II.1 a été développé par Moore et al. (1967).
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Composé h Conipasé gh
ACIDES AMINES VITAMINES
L-Arginine 0,2 Biotine 0,0002
L-Asparagine 0,05 Chlorure de choline 0,003
Acide L-aspartique 0,02 Acide foligue 0,001
L-Cystine-2HC1 0,0652 Inositol 0,035
Acide L-glutamique 0,02 Niacinamide 0,001
L-Clutamine 03 Pantoth de Calcinm D 0,00025
Glycine 0,01 PABA 0,001
L-Histidine 0,015 Pyridoxine-11C1 0,001
Hydroxy-L.-proline 0,02 Riboflavine 0,0002
L-Isoleucine 0,05 Thiamine-HCl 0,001
L-Leucine 0,05 Vitamine B12 0,000005
L-Lysine-HC1 004
1,-Méthionine 0,015 SHLS INORGANIQUES
L-Phénylalanine 0.ms Nitrate de calcium-4 HaO ol
1.-Proline 0,02 Sulfate de magndsium 0,04884
1.-Sérine 0,03 Chlorure de potassiuin ’ 04
L-Thréonine 0,02 Chlorure de sodium 6
L-Tryptophane 0,008 Phosphate de sodium 08
L-Tyrosine-2Na-21{20 0,02883
{.-Valine 0,02 AUTRES COMPOSES

Glucose 2

Cilutathion 0,001

Rouge de phénoi-Na 0.0053

Tableau IL1 : Composition du milien RPMI 1640.

Les concentrations des éléments nutritifs (hormis les hydrolysats végétaux et les fractions de
colza) ajoutés au milieu basal ont été optimisées pour la croissance d'une lignée CHO (Castro

et al., 1992). La concentration finale de ces éléments est présentée dans le tableau I1.2.

Le milieu RPMI (Sigma), conditionné en poudre pour 1 litre, est dispersé dans 500 mL d'eau
stérile de qualité milliQ et 2,5 g de bicarbonate de soude sont ajoutés. Le milieu est alors filtré
stérilement a l'aide d'une cartouche stérile de porosité 0,2 uM. Aprés avoir contrdlé la stérilité

du milieu ainsi obtenu, 3 jours a 37°C, celui-ci est conservé a 4°C jusqu'a sa complémentation

avec les mmnlnmnnm nartirnliare Cac Adarniare cant nrdnards anne farma da anlidian
PROmenis parlicluiers, Les germiers sent proparss sCus iorme GE SGiulicn mmu,

e AN o o AL b 1 ot A o n 4 N
§ de U,2 um €t ailues aans ie milieu de fagon 4 atteindre

@
@

les concentrations finales données dans le tableau 11.2. Ces solutions méres sont conservées a
-20°C.
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Suppléments Solutions méres i(;oncentratnon Fournisseur
inale
L-glutamine 200 mM 2mM Gibco
Glucose 450 g/L 2o/l Sigma
] Transferrine humaine 100 mg/L 5 mg/L Sigma
TIB - Insuline bovine 100 mg/L 5 mg/L Sigma
Albumine sérique bovine 100 g/L SgL Euromedex
Pyruvate de sodium 100 mM 1 mM Sigma
L-Alanine 10 mM 0,1 mM Sigma
Putrescine, 2HCI 100 uM 1uM Sigma
ET FeSO4, 7H,O 300 uM 3 uM Sigma
ZnS04, 7TH;0 300 uM 3 pM Sigma
CuS0,, 5H;0 1uM 10 nM Sigma
Na,SeOs 1uM 10 sM Sigma
@ ¥ HP 1510 - soja
§ S HP4601-blé
s 583 HP 4605 Dev - blé 20 g/L 2g/L QUEST
2, € HP 5603 Dev - 1iz
= 8 HP 7401 - pois
Fractions de colza 20 g/l variable Notre travail

Tableau I1.2 : Suppiéments pour ie miliew RPMI de base.
a. Milieu RPMI avec sérum

Ce milieu est constitué du milieu RPMI de base supplémenté par 5% de sérum de veau feetal,

2 mM de glutamine et 2 g/L de glucose. Ce milieu est utilisé pour la culture des hybridomes.

b. Milieu dit de "référence”

Le milieu qualifié de milieu de référence est constitué par le milieu RPMI de base,
supplémenté par S g/L d'albumine sérique Bovine, 5 mg/L d'Insuline bovine, 5 mg/L. de
Transforrine humaine {ou TIB), une sclution d'Elémeits Traces (LT, couceiiiation de chayue
élément détaillée dans le tableau 11.2), 2 mM de glutamine et 2 /L de glucose. 11 est utilisé

pour la culture des cellules CHO CS5.

79




CHAPITRE II ~ MATERIEL ET METHODES

c. Milieu RPMI suppléments par des fractions peptidiques végétales

Différents milieux supplémentés par des hydrolysats végétaux ont été utilisés. Ils sont tous
constitués du milieu de référence, supplémenté par différentes fractions de colza ou de
différents hydrolysats végétaux QUEST. Plus spécifiquement, on appellera milieu d'intérét, le
milieu de référence supplémenté par 4 g/L de la fraction peptidique de colza ultérieurement

sélectionnée. Ils sont utilisés pour la culture des cellules CHO C5 et des hybridomes.

Au cours de ce travail, un milieu sans protéine animale a également été formulé. 11 est
constitué du milieu de "référence" dépourvu de TIB et supplémenté par 4 g/L de la fraction de

colza. Ce milieu est utilisé pour la culture des cellules CHO CS.

1.3.2. Milieux a base d'oaMEM

Le milieu dMEM avec ribo- et désoxyribonucléosides (Gibco), conditionné en poudre est

préparé de facon similaire au milieu RPML Sa composition est donnée dans le tableau 11.3.
a. Milieu aMEM avec sérum

Ce milieu est constitué du milieu dMEM avec ribo et désoxyribonucléosides supplémenté par
d

0/

7o

wn

e sérum de veau f glutamine et 2 d

cetal, 2 mM de

o
a

g

culture des cellules CHO K1 et des cellules Vero.

b. Milieu cMEM sans sérum

Ce milieu est formé du milieu tMEM avec ribo et desoxyribonucléosides, supplémenté par, 5
mg/L. de Transferrine humaine, 5 mg/L d'Insuline bovine et 5 g/L d'albumine sérique Bovine
(ou TIB), une solution dEléments Traces (ET, concentration de chaque élément détaillée dans

1a tahlaan TT2Y 2 mM de alutamina ot 2 o/ de alinsnca Tl act ntilicd nmir la onltires daa
le tableau 11727), 7 mdl de glutamine ef 2 g/l de glucese. & est ulliise pour.ia cuiture des
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Composé g/l,
ACDES AMINES

Glycine 50
L-Alanine 25
L-Arginine 103
L-Asparagine-FHI20 50
L-Aspartic acid 30
I.-Cysteine hydrochloride-1120 100
L-Cystine 2HCI 3
L-Glutamic Acid 75
L-Glutamine 292
1.-Histidine 31
1.-Isoleucine 52.4
I-Leucine 52.4
T.-Lysine 73
L-Methionine 15
L-Phenylalanine 32
-Proline 40
L-Serine 25
L-Threonine 48
L-Tryptophan 10
L-Tyrosine disodium salt 52
1-Valine 46
SELS INORGANIQUES

Calcium Chloride (CaCi2) (anhyd.) 200
Magnesium Suifate MgSO4) 97.67
(anhyd.)

Potassium Chloride (KCI) 400
Sodium Chloride (NaCl) 6800
Sodium Phosphate monobasic 140

(Nall2P0O4-H20)

Tabieau II.3 : Composition du milieu ®MEM avec ribo- et désoxyribonucléosides.

Compesé g/l
VITAMINES

Ascorbic Acid 50
Biotin 0.1
Choline chloride 1
D-Calcium pantothenate 1
Tolic Acid 1
i-Inosito! 2
Niacinamide ]
Pyridoxal hydrochloride 1
Riboflavin 0.1
‘Thiamine hydrochloride 1
Vitamin B12 1.36
RIBONUCLEOSIDES

Adenosine 10
Cytidine 10
Guanosine 10
Uridine 10
DEOXYRIBONUCLEOSIDES

2'Deoxyadenosine i0
2'Deoxycytidine HCI 1
2'Deoxyguanosine 10
Thymidine 10
AUTRES COMPOSES

D-Glucose (Dextrose) 1000
Lipoic Acid 0.2
Phenol Red 10
Sodium Pyruvate 110
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1.3.3. Milieux de culture pour les cellules NSO

La composition du milieu de culture utilisé pour la croissance des cellules NSO est
confidentielle. 1l s'agit d'un milieu sans sérum et sans protéine d'origine animale. Au cours de

ce travail, il sera également supplémenté par 4 g/L de la fraction peptidique d’intérét de colza.
L.4. Analyse des constituants du milieu

Le suivi cinétique des cultures en suspension a été réalisé & partir d'échantillons prélevés

toutes les 12 heures environ. Leur traitement est décrit dans la figure I1.6.

Centrifugation
5 minutes, 800 rpm

= Q
Numération ceflulaire
H H 1mL
\4 v
Culot \ Sumageant
~ |
A Consorvation 4 4°C 4" % Congervation 4 - 20°C
Dosages : Dosages :
LDH Tml Glucose 0,5 mL
PC volume variable Lactate 0,5 mL
(5.10° cellules) Glutamine 0,5 mL
Tons ammonium 3 mL
IFN-y 0,5 ml

Tigure I1.6 : Représentation schématique du traitement des échantillons prélevés dans les cultures en suspension.
LDII = Lactate Déshydrogénase, PC = Pyruvate Carboxylase
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1.4.1. Dosage du glucose

Le glucose est dosé par méthode enzymatique sur des plaques de microtitration de 96 puits a

I'aide d'un kit commercial (Sigma, 510A). La concentration de glucose est mesurée par

I'apparition de o-dianisidine oxydée, détectée & l'aide d'un spectrophotométre Multiskan

3

MCC/340 (Titertek) 4 une longueur d'onde de 450 nm. L'erreur de dosage est inférieure &
10%.

Glue e
Glucose + H,O + O, LUK ORI, Acide gluconique + HyO,

L Peroxydase N .
H,0; + o-dianisidine —————— o-dianisidine oxydée

1.4.2. Dosage de la glutamine

La concentration de la glutamine est mesurée par le biais du dosage du glutamate, par
méthode enzymatique & l'aide d'un kit commercial (Boehringer Mannheim, réf. 139092). Dans
un premier temps, la glutamine est transformée en glutamate a l'aide d'une asparaginase
(Boehringer Mannheim, ref 102903) et ce dernier est alors dosé sur plaques de microtitration
de 96 puits. L'apparition de formazan est détectée & 492 nm sur un spectrophotométre
Multiskan MCC/340 (Titertek). La concentration en glutamine est déterminée par différence,
en dosant d'une part le glutamate seul, et d'autre part, l'ensemble glutamate et glutamine apres

transformation par ['asparaginase. L'erreur de dosage est de I'ordre de 20%.

Glutamate deshydrogenase

Glutamate + NAD* + H" > g-cétoglutarate + NADH + NH,"
INT + NADH + H' 27 » NAD" + formazan

1.4.3. Dosage du lactate

Le lactate est dosé par méthode enzymatique sur plaque de microtitration de 96 puits, & ['aide
dun kit commercial (Sigma, 735-10) utilisant une lactate oxydase et une péroxydase.
L'électron 1ibéré oxyde un substrat chromogéne dont l'apparition est mesurée & 550 nm.

L'erreur sur le dosage est de 10 & 20%.
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Lactate oxydase
Lactate——————— Pyruvate + H,0,

Peroxydase :
H20z__“——» Hzo +1/2 02 +e

1.4.4. Dosage des ions ammonium

Le dosage des ions ammonium est réalisé a 'aide d'une électrode a diffusion gazeuse (Orion).
En milieu alcalin, les ions ammonium du milieu sont transformés en NH; gazeux.

I\IH4+ +OH ¢+——>» NH3 + H20

Un volume de 3 mL d'échantillon a doser est placé sous agitation dans une cuve thermostatée
par une double enveloppe dans laquelle circule de 'eau & 37°C. L'addition de 3 mL de soude
0,5N éléve le pH de I'échantillon aux environs de 12 et permet ainsi de déplacer la réaction
vers la formation de NHj gazeux, qui diffuse & travers la membrane de I'électrode et entraine
une variation de potentiel selon la loi de Nernst :
E =Ej - S.log[NH;3]
Avec:
E, = potentiel de référence (ordonnée & l'origine)

S = pente de la courbe d'étalonnage

L'étalonnage est réalisé avec des solutions de NH4Cl de concentrations connues, en tragant

log[NH,C1] en fonction du potentiel E de I'électrode. L'erreur du dosage est d'environ 10%.

1.4.5. Dosage de l'interféron-gamma

Le dosage de l'interféron-gamma est réalisé, en plaque 96 puits, grice a un test ELISA & ’aide
du kit commercial Duo Set de chez R&D (réf. DY 285). La veille du test, I’anticorps de
capture, produit chez la souris et dirigé spécifiquement contre ’interféron gamma humain, est
déposé dans les puits de la microplaque. Le lendemain, la plaque est lavée avec le tampon de
lavage pour éliminer les anticorps non-fixés. Les sites aspécifiques sont alors bloqués par de
I'albumine bovine sérique afin d'éviter la fixation non spécifique de Vinterféron. Au bout
d’une heure, des lavages sont effectués, puis les échantillons contenant I’interféron sont
déposés pour une incubation de deux heures. Aprés une nouvelle série de lavages, I’anticorps

de détection biotinylé (anti-interféron gamma humain) est déposé. Ce dernier sera ensuite
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reconnu par de la streptavidine couplée a une peroxydage, générant une réaction colorée lors
de I'ajout d'une solution de substrats. L'action du substrat est stoppée par I'ajout d'une solution
d'H,804, 2N. Les densités optiques des colorations obtenues sont obtenues aprés lecture a 450

nm sur un spectrophotométre Multiskan MCC/340 (Titertek).

1.4.6. Analyse d'activités enzymatiques intra- et extracellulaires
a. Dosage de l'activité lactico-déshydrogénase

L'activité lactico-déshydrogénase est déterminée & l'aide d'un kit commercial (Sigma, 228-10).
Ce test est basé sur l'apparition du NADH lors de I'oxydation du lactate en pyruvate, catalysée
par la lactate déshydrogénase. L'augmentation de l'absorbance, proportionnelle & I'activité de

l'enzyme, est mesurée & 340 nm a l'aide d'un spectrophotométre.

Lactate déshydrogénase "
Lactate + NAD ¥ Pyruvate + NADH +H

Le dosage de la LDH extracellulaire dans le surnageant de cuture permet l'évaluation du
nombre de cellules mortes lysées. La méthode utilisée a été décrite en détail par Wagner et al,
(1992). Briévement :
1. détermination de [activité intracellulairee (LDHi) des cellules vivantes (100%
viabilité) aprés lyse provoquée ;
2. détermination de I’activité LDH dans Ie surnageant de culture ;
3. détermination du nombre de cellules mortes totales = LDH/LDHi = Xm

4, détermination du nombre de cellules mortes non lysées par la méthode au Bleu Trypan
5. déterininaiion du nombre de ceiiules lysées = X1 = Xm-Xb.
La lyse des cellules vivantes est provoquée artificiellement. Pour cela, ces derniéres sont
centrifugées, le culot cellulaire resuspendu dans une solution de lyse (Tween-20 4 2% dans du

PBS) et placé ainsi 4 4°C pendant une nuit. Dans ces conditions, [a LDH est relarguée 4 100%
(Chevalot, 1992).
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b. Dosage de 'activité pyruvate carboxylase

®  Mise au point du dosage pour des cultures de cellules CHO en milieu sans sérum

La mise au point du dosage s’appuie sur les résultats présentés par Yallop ef al. (2003). Cette
ion présente une technique de dosage pour plusieurs enzymes intracellulaires dont la
pyruvate carboxylase (PC) qui produit de I'oxaloacétate a partir du pyruvate. L'oxaloacétate
est transformé & son tour en malate sous 'action de la malate déshydrogénase.

Le dosage indirect de l'activité pyruvate carboxylase est basé sur la disparition du NADH
suite 4 la réduction de l'oxaloacétate en malate par une quantité non limitante de malate
déshydrogénase. La diminution de l'absorbance, proportionnelle & l'activité de l'enzyme, est

mesurée 4 340 nm & l'aide d'un spectrophotométre.

Pyruvate carboxylase

Pyruvate + CO, + ATP » Oxaloacétate + ADP + Pi
 Malate déshydrogé
Oxaloacétate + NADH + H' “rl SWTORENA% | 1 falate + NAD

La premiére étape de I’optimisation de ce dosage pour notre lignée cellulaire a consisté &

évaluer la quantité minimale de cellules induisant une variation de densité optique lors de la

nécessaire au dosage 4 5.10° cellules (résultats non montrés). La deuxiéme étape de mise au
point a permis de vérifier la reproductibilité du dosage selon le mode de conservation des
échantillons : réfrigération 4 4°C et congélation & -80°C. Nous avons montré que les
échantillons peuvent étre stockés jusqu'a 2 heures 4 4°C et plusieurs jours & -80°C sans

variation de 'activité de la pyruvate carboxylase (résultats non montrés).

*  Protocole de dosage
5.10° cellules sont récupérées et centrifugées 5 minutes a 800 rpm. Le culot cellulaire est alors
repris dans 3 mL de PBS, lavé deux fois dans ce méme tampon puis dilué dans ImL de

tampon d’extraction (composition donnée dans le tableau 11.4).
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Composés Concentration
- Saccharose 300 mmol/L
§ Kcl 100 mmol/L
3 EDTA 1 mmol/L
£  DIT 10 mmol/L
=  Triton X-100 0,1% (v/v)
§  Leupeptine 200 pmol/L
£  Aprotinine 10 pg/mL
& PMSF 10 pg/mL
Tampon Tris, pH 7,4 50 mmol/L
Tampon Tris-HCI,pH 7,8 50 mmol/L
3 ATP 5 mmol/L
= 8§ MgCl2 10 mmol/L
8.8 Malate déshydrogénase 2U
8% NADH 0,1 mmol/L,
&= Pyruvate de sodium 2 mmol/L
AcetylcoA 0,5 mmol/L

Tableau I1.4 : Composition des tampons d'extraction et de réaction pour le dosage de la pyruvate carboxylase.

Par la suite, et cela dans le but de récupérer leur contenu intracellulaire, les cellules sont
détruites par sonication. Une centrifugation de 3 minutes & 6000 rpm permet la précipitation
des débris cellulaires. Le surnageant est récupéré et est, soit utilisé immédiatement, soit
conservé & - 80°C. Le volume réactionnel permettant le dosage est de 1 mL ; il est composé
de 0,1 mL de surnageant supplémenté par 0,9 mL de tampon de réaction (composition donnée
dans le tableau I1.4). 300 pL de ce mélange sont déposés dans la cuve du spectrophotométre et
la lecture de densité optique est faite & 340 nm et 4 25°C. L’addition du pyruvate au bout de 2
minutes de lecture de DO permet le démarrage de la réaction.

L'activité de la pyruvate carboxylase est obtenue de fagon similaire & celle de la LDH (voir
14.6., 7).

w2 ddmne ntee L2l oo

LA. Exnloitation deg réeultate : calenls des paramitics cinétigues
1.5.1. Vitesses spécifiques de croissance et de décés cellulaire

Si I'on appelle Xy, la concentration des cellules viables, Xy, celle des cellules mortes (colorées
au bleu trypan) et ry et 14, respectivement les vitesses de croissance et de décés cellulaire,
alors, le bilan matiére sur les cellules viables, pour des systémes de culture en mode

discontinu, s'écrit de la maniére suivante

87




CHAPITRE [T ~ MATERIEL ET METHODES

La vitesse spécifique de croissance [z et la vitesse spécifique de décés cellulaire kq sont
définies par :

g =1/ X, et ky = rd/Xv avee M, = Hyy —k; = (1/XV)(dXV/dt)

La valeur de pyq est déterminée a l'aide de papp et de ky qui sont calculés & partir des données
expérimentales de X, et de X,,. Les point expérimentaux sont interpolés par des polyndmes
d'ordre compris entre 2 et 4. Ces derniers sont utilisés pour générer des points théoriques
espacés d'environ quatre heures sur les courbes de concentration des cellules viables ou
mortes. La génération d'un nombre suffisant de points permet alors de calculer la valeur
instantanée de la vitesse spécifique apparente de croissance (ou de la vitesse spécifique de
décés) aun temps donné t; en utilisant la formule :
Pty = _]_x (X=X
Xi (ti+1 _t1—~1)

1.5.2. Vitesses spécifiques de disparition des substrats et d'apparition des produits

Les vitesses spécifiques de consommation des substrats et de formation des produits sont liées
aux vitesses r, de disparition des substrats et r, d'apparition des produits par les relations :
/X

v

q,=1/X, et g, =r

»
avec !

v, =dSfdt et r, =dP[d
Les données expérimentales correspondant aux concentrations des substrats et des produits
sont interpolées par des polyndmes. Comme pour les vitesses spécifiques de croissance et de
déces cellulaires, ces polyndmes sont utilisés pour générer de nouveaux points théoriques
espacés d'environ quatre heures, utilisés ensuite pour faire une approximation de la dérivée

par rapport au temps en chaque point de la courbe.
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II. Fractionnement peptidique

11.1. L'unité de filtration

L’unité de filtration PROSCALE (Millipore) présentée dans la figure IL7, nous a permis
d’une part d’effectuer les étapes d’ultrafiltration 3 kDa et 1 kDa , grice a I'utilisation de deux
membranes planes en acétate de cellulose, respectivement PLBC et PLAC (Millipore) et
d’autre part une étape de nanofiltration, grice a I'utilisation d’une membrane spiralée

Nanomax 50, en polyamide/polysulfone (Millipore).

11.1.1. Description

. systéme de
diafiltration’

Figure I1.7 : Photographie de I'unité de filtration utilisée.

Cette unité de filtration permet d'utiliser des membranes de tous types, et notammet, planes
et spiralées. Elle est constituée de plusieurs éléments : un réservoir d'alimentation, une pompe
centrifuge conduisant le liquide d'alimentation vers la membrane, un systéme de diafiltration
comprenant un réservoir d'eau osmosée et une pompe péristaltique alimentant le réservoir
d'alimentation, plusieurs vannes manuelles, une sonde de température au niveau de la sortie

rétentat, deux manomeétres, l'un sur la ligne d'alimentation et I'autre sur la sortie du rétentat, un
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débimétre massique, a la sortie perméat et le module de filtration permettant de placer

différents types de membranes (planes, spiralées...).

11.1.2. Mode opératoire

Lors de l'utilisation de la membrane, l'agent de stockage doit étre éliminé. Pour cela, une
circulation d'eau osmosée est effectuée dans le circuit. A l'issue de cette étape, la perméabilité
de la membrane est mesurée. Cette manipulation consiste a fixer plusieurs paliers de pression
transmembranaire, de 1 4 5 bars et, & mesurer dans chaque cas les débits. On parle alors de
pente & I'eau initiale. La filtration s'effectue ensuite en trois étapes :

- une étape de mise en régime ou de recirculation totale (environ 5 & 10 min)
permettant d'éliminer le maximum d'eau résiduelle du circuit et d'établir le régime au sein du
systeme ;

- une étape de concentration au cours de laquelle le rétentat est recyclé afin d'optimiser
le rendement de l'opération ;

- une étape de diafiltration arbitrairement découpée en deux a cinq étapes. Elle permet
non seulement de maintenir un volume constant dans le rétentat, évitant ainsi que la solution
devienne trop "péteuse” et donc impossible a filtrer, et également, d'augmenter Ia transmission

des peptides et donc le rendement de la filtration.

11.2. Chromatographie d'exclusion de taille

La séparation et l'analyse des peptides contenus dans les différentes fractions peptidiques a été
réalisée 4 l'aide d'une colonne Superdex Peptide HR 10/30 (7000-200 Da) (Amersham
Biosciences, Uppsala, Suéde) et d'un systéme de chromatographie BioCAD® 700" (Applied
Biosystems, Foster City, Etats-Unis), couplé 4 un collecteur de fraction Modéle 203B (Gilson,
Middleton, Etats-Unis). La méthode utilisée est celle décrite par Schweizer (2002).

Les conditions opératoires sont les suivantes :

- Eluant : ACN/H20O/TFA (40/60/0,1 - v/v/v), filtré sur 0,45 pm, puis dégazé a
'hélium : 5 mL/mn

- Débit de I'éluant : 0,6 mL/mn

- Détection UV : 214 nm

- Volume injecté : 50 uL
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T MM

15 20 an 35

temps de n-é;exxtioxl (mn)
Figure 1.8 : Relation obtenue par CLIIP-ET, reliant la masse molaire ef e temps de rétention de protéines et
peptides étalons sur une colonne Superdex Peptide IIR 10/30, UV 214 nm, débit 0,6 mL/mn (Schweizer, 2002).

La colonne a été préalablement étalonnée avec des peptides de masses molaires connues
(figure 11.8). Deux droites ont été obtenues en tragant le logarithme de la masse molaire en
fonction du temps de rétention. La détermination de Ia relation liant la masse molaire (MM)
des molécules & leur temps de rétention sur la colonne a permis de définir la distribution selon

1a taille des peptides contenus dans les différentes fractions

IL.3. Chromatographie d'échange de cations

La séparation ionique des peptides contenus dans la fraction peptidique d'intérét a été réalisée
4 'aide d'une colonne Peek (Perseptive Biosystems), ayant un diamétre interne de 4,6 mm et
une longueur de 50 mm. La phase stationnaire POROS 10 SP échangeuse de cations est
constituée de groupements fonctionnels sulfopropyl. La méthode utilisée est celle décrite par
Raminosoa (2003).

IL4. Caractérisation des fractions peptidiques
11.4.1. Dosage d'azote par la méthode de Kjeldahl

La teneur protéique a été déterminée par la méthode de Kjeldahl, suivant la méthode utilisée
par Schweizer (2002). Cette méthode de dosage est basée sur la transformation de l'azote
organique en azote minéral sous forme de sulfate d'ammonium (NH,):804. Le dosage est
réalisé de fagon automatique avec un appareil de Kjeldahl automatique Vapodest 4S titramatic
(Gerhardt GmbH & Co. KG, Bonn, Allemagne). Pour chaque échantillon, I’analyse est

effectuée deux fois de maniére 4 pouvoir calculer une valeur moyenne. 1l est également
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nécessaire de faire un dosage a blanc pour obtenir, aprés soustraction, une valeur de ’azote

total réellement contenu dans 1’échantillon.

Les résultats sont exprimés en concentration massique d’azote, selon la formule :
taux d’azote (g/l) = (V-Vo) x Nx 14/E
avec V: volume d'HzSO4 nécessaire 4 ia titration de 1’ échaniilion en mL ;
Vo : volume d” H2SO4 nécessaire 4 la titration du blanc en mL ;
N - titre de la solution d’HySO4 (mol/L) ;

E . prised’éc

Le pourcentage de protéines est obtenu 4 P’aide du coefficient de transformation pour les
protéines de colza (6,25), lui-méme calculé a partir de la teneur en azote de ces protéines

(16%) : taux de protéines = 6,25 x taux d’azote.

11.4.2. Hydrolyse acide des peptides et dosage des acides aminés

a. Hydrolyse acide

Une hydrolyse acide des fractions peptidiques est préalablement effectuée pour obtenir un
mélange homogéne d'acides aminés libres. Un échantillon d'lg ou d'un 1ImL est placé dans un
tube 4 essais avec bouchon. Quatre mL d'acide chlorhydrique (6 N) sont ajoutés puis le tube a
essais est mis sous atmosphére d'azote avant d'étre fermé hermétiquement. L'hydrolyse se fait
ensuite dans une étuve a 110°C pendant 24 heures. Aprés refroidissement, les hydrolysats
sont neutralisés jusqu'a un pH d'environ 6 par ajout de soude 4 N. Les échantillons sont
finalement filtrés sur filtre seringue & 0,22 pym.

L'inconvénient de I'hydrolyse acide est la destruction du tryptophane et la transformation de la
glutamine et de l'asparagine, respectivement en acide glutamique et en acide aspartique.
Lianalyse du iryptophane peut é&ire effeciuée aprés une hydroiyse basique par
chromatographie d'échange dions (Hugli er al, 1972). Etant donné que la quantité en
tryptophane est trés limitée dans le colza (Godon, 1996), cet acide aminé ne sera pas analysé.
Quant & la glutamine et l'asparagine, leur quantification sera intégrée avec les acides aminés

acides correspondant, sous les formes Glx et Asx (Glx = Gln + Glu, Asx = Asn + Asp).
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b. Dosage des acides aminés

Les acides aminés ainsi que les dipeptides alanyl-glutamine et glycyl-glutamine sont dosés
par Chromatographie Liquide en Phase Inverse aprés dérivation en présence d’o-
phtahaldéhyde (OPA) et de 9-fluorényl-méthy! chloroformate (FMOC). Le principe de la
dérivation est le suivant : les acides aminés primaires sont placés en présence d’OPA et
d’acide 3-mercapto-propionique (3-MPA), pour donner des isoindoles hautement fluorescents
et absorbants dans le domaine UV (338 nm) (Godel ef al., 1992). Selon le méme principe, les
acides aminés secondaires sont dérivés en présence de FMOC, pour donner des dérivés
hautement fluorescents et absorbants dans le domaine UV (262 nm). Le seuil de détection est
de Pordre de 100 pmoles. Les échantillons sont dérivés automatiquement & I’aide d’un
. systéme HP 1090 Liquid Chromatograph (Hewlett Packard). Trois L d’échantillon sont tout
d’abord neutralisés avec 1,5 pl. de NaOH 2 N pour obtenir une dérivation totale. Puis, le tout
est mélangé 4 6 L de tampon borate 0,4 N, 2,5 UL de la solution d’OPA + 3-MPA et 2,5 uL.
de la solution de FMOC. Le mélange dure 15 mn afin de permettre la dérivation ; enfin, le
tout est injecté au niveau de la colonne de séparation Hypersil C18 (Interchim, France).
Le solvant d’élution est composé de 100% de solvant A (tableau 11.4), pendant 17 mn, puis de

40% de solvant A et 60% de solvant B (tableau I1.4) pendant 1 mn et enfin de 100% de

o+

solvant B, pendant 7 mn. Les acides aminés sont séparés selon leur polarité ; les plus polaires

sortent en début d’analyse et les moins polaires en fin d’analyse. En soriie de colonne, les
acides aminés primaires et les dipeptides sont détectés par un détecteur UV, 4 338 nm, et les
acides aminés secondaires sont détectés par un détecteur UV, & 262 nm. La durée totale de

I’analyse est de 25 mn.

Solutions d'élution

Sclvant A 20 mM acétate de sodium, 3 HyG, a 0,024% (v/v) de iriéthylamine et
0,5% (v/v) de tétrahydrofurane. Le mélange est ajusté a pH 7,2 avec de
’acide acétique.

Solvant B 20% {(v/v) d’un tampon d’acétate de sodium & 100 mM, ajusté a pH 7,2
avec de I’acide acétique, 40% (v/v) d’acétonitrile et 40% (v/v) de
méthanol.

Tableau I1.4 : Composition des solutions d'élution nécessaires au dosage des acides aminés par chromatographie
liquide en phase inverse.

La détermination du taux d'acides aminés libres est effectuée selon le méme protocole,

exceptée l'absence d'étape d'hydrolyse acide.
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Avant analyse des échantillons, trois solutions, contenant 17 acides aminés aux concentrations
de 0,25, 0,5 et 2,5 mM respectivement, sont dérivées et injectées sans neutralisation préalable
avec du NaOH 2 N. Les profils obtenus servent & établir une gamme étalon pour chaque acide
aming, ce qui permet ensuite de déterminer la concentration de chaque acide aminé contenu

dans un échantillon aprés intégration des pics (systéme Hewlett Packard).

11.4.3. Dosage de la matiére séche

La détermination de '"humidité a été faite en portant les échantillons (1 & 5 g) 4 105°C dans

une étuve jusqu'a l'obtention d'un poids constant,
11.4.4. Dosage des composés phénoliques

La quantité de composés phénoliques dans les fractions a été estimée en équivalent
acide sinapique. L'acide sinapique (Sigma, D 7927), avec une masse molaire de 224 g/mol, a
été utilisé comme référence parce qu'il est 'acide phénolique majoritairement présent dans le
tourteau de colza (entre 70 et 90%) selon Naczk er al. (1992). L'étalonnage et les mesures ont
été effectués en utilisant les mémes conditions chromatographiques que celles g 1
employées en C.L.H.P.-E.T, exceptée la longueur d'onde de détection fixée dans ce cas 2 310
nm, ce qui correspond & la longueur d'onde d'absorption maximale de cet acide (Sakakibara et
al., 2003). La figure T1.9 montre la droite d'étalonnage obtenue en notant l'aire sous le pic en
fonction de la quantité d'acide sinapique injectée. La quantité de composés phénoliques dans
chaque fraction a été exprimée en mg d'équivalents d'acide sinapique/100g de matiére séche.
La teneur en composés phénoliques libres a été estimée en calculant la proportion d'aire du
pic ayant un temps de rétention (compris entre 34 et 37 mn) identique & celui du standard

utilisé pour établir la courbe d'étalonnage.

3.0E+07

2.5E+07 /

208407 e

1.5E+07

1.0E+07

Aire de pic

5.0E+06

0.0E+00 Y T T T T T
Quantité d'acide sinapique (ug)
Figure I1.9. Détermination de la quantité de composés phénoliques dans les hydrolysats, en équivalents acide

sinapique.
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CHAPITRE IIT - PREAMBULE : OBTENTION ET CARACTERISATION
DES FRACTIONS PEPTIDIQUES DE
CoLZA

La premiére partie de ce travail présente les procédés, développés par Tessier (2004), pour
I'obtention et le fractionnement d'un hydrolysat de protéines de colza ainsi que la
caractérisation de ces fractions. Nous nous sommes plus particuliérement intéressés au
tourteau de colza, co-produit de l'industrie huiliére de cet oléagineux. Son emploi dans des
milieux de culture pour cellules animales pourrait représenter une valorisation innovante de
cette matiére premiére, par rapport & son utilisation habituelle pour I'alimentation animale. Le
procédé de fractionnement est basé sur l'utilisation de membranes qui offrent un cofit
relativement modéré et permettent d'obtenir divers mélanges de peptides a partir d'un

hydrolysat végétal complexe.

1. Procédé d'obtention des fractions peptidiques

Le procédé d'obtention des fractions peptidiques est résumé dans la figure IIL 1. Il inclut des

étapes d'extraction, d'hydrolyse, de précipitation et de filtration.

L1. Préparation du concentrat de colza

Dans un premier temps, dans le but d’obtenir une matiére premiére enrichie en protéines, les
protéines d’un tourteau de colza déshuilé (Novance, Compiegne, France) contenant 35% de
protéines sont extraites & I’aide d’une solution basique de soude & 0,2 M. Le concentrat ainsi
obtenu contient alors plus de 75% de matiére protéique ; il sera utilisé nour hydrolyse

ultérieure.

L2. Préparation de hydrolysat de colza

L'hydrolyse de protéines peut-étre effectuée soit par voie chimique, soit par voie enzymatique.
Cependant, les inconvénients de 1'hydrolyse chimique, qu'elle soit acide ou basique, sont trop

importants pour que celle-ci puisse couramment étre utilisée. En effet, I'hydrolyse acide
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engendre la perte compléte du tryptophane, la destruction partielle de la méthionine et la
transformation de l'asparagine et de la glutamine, respectivement an acide aspartique et en
acide glutamique. A linverse, l'hydrolyse enzymatique présente de nombreux avantages en
permettant notamment de moduler limportance de I'hydrolyse (en fonction du temps de

réaction et du rapport enzyme/substrat) ainsi que la nature des peptides obtenus (en fonction

grandes quantités et & des colits de plus en plus modérés (Clémente, 2000). Enfin, I'hydrolyse
enzymatique possede le double avantage d'étre effectuée dans des conditions opératoires
douces (pH, température) et siires, ce qui limite la racémisation ou la destruction d'acides
aminés. L'hydrolyse peut étre effectuée de maniére discontinue ou continue, Cependant, les
procédés discontinus restent les plus conventionnels et les plus souvent rencontrés dans
l'industrie du fait de leur facilité de mise en ceuvre. Pour cette raison, c'est ce type de réacteur
qui a été utilisé dans le cadre de ce travail, selon le procédé développé par Schweizer (2002).
Lorsque le degré d'hydrolyse souhaité est atteint, 'enzyme est inactivée en changeant le pH

et/ou en augmentant la température (90°C).

Afin d’obtenir une solution constituée majoritairement de petits peptides, le concentrat
protéique obtenu précédemment est hydrolysé par PAlcalase® 24 L (Novo Nordisk,
Bagsvaerd, Danemark) 4 60°C et & pH 9. Aprés cinq heures d'hydrolyse, correspondant 4 un
degré d'hydrolyse (DH) de 28% (technique du pH-stat), Ia réaction est arrétée par inactivation
de I'enzyme (90°C pendant 10 min.). L’Alcalase® 2.4 L est une protéase de la famille des
subtilases, issue de Bacillus licheniformis. Cette enzyme posséde une activité
endopeptidasique & large spectre de coupure et permet ainsi de produire un hydrolysat de
protéines de colza contenant un maximum de petits peptides. De plus, il est important de
souligner que, du fait de son origine microbienne, son utilisation est sans risque de
transmission d'éléments biologiques d'origine animale (virus, prions...), 4 condition que le
procédé de production soit bien contr6lé. Une fois
contient de nombreuses particules en suspension. Afin de les éliminer et d'obtenir un mélange

plus homogeéne, une étape de centrifugation est nécessaire avant l'utilisation de cet hydrolysat

dans la suite du procédé.
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1.3. Obtention des fractions peptidiques par filtration membranaire

L'hydrolysat enzymatique obtenu est constitué d'un mélange complexe de polypeptides, de
peptides, d'acides aminés, de minéraux et d'autres composés non azotés. Son utilisation
comme supplément d'un milieu de culture de cellules animales peut requérir un

filtration membranaire. En

fractionnement plus sélectif des compoesés d'intérét, réalisé ici par fi
effet, cette technique de séparation est couramment employée dans les procédés de
valorisation des hydrolysats dans le but d'éliminer les molécules de masses molaires élevées
(protéines non hydrolysées, enzymes...) et/ou, inversement, les composés de faibles masses

molaires (petits peptides, petits composés non azotés.. ).

Avant de procéder aux différentes étapes de filtration, un abaissement du pH de 'hydrolysat
de 9 & 4 est réalisé. Ce changement de pH provoque l'apparition de composés insolubles,
pouvant facilement étre séparés de Ia fraction soluble. Cette précipitation dépendante du pH
est couramment utilisée pour purifier les petits peptides contenu dans un hydrolysat (Shimizu
et al., 1984), bien que ce phénoméne physico-chimique ne soit pas élucidé. Cette précipitation
acide permet, dans notre cas, d’éliminer la majeure partie des molécules de haut poids
moléculaire présentes dans I'hydrolysat. En effet, sans cette étape, le risque de colmatage des
membranes utilisées par la suite serait trop important. Parallélement, cette étape de

précipitation permet la concentration du surnageant en petits peptides.

Les deux techniques membranaires utilisées dans le procédé mettant en ceuvre des hydrolysats
protéiques sont l'ultrafiltration et la nanofiitration : les molécules azotées contenues dans un
hydrolysat ayant généralement une masse molaire comprise entre 150 et 50 000 Da, en
fonction du degré d'hydrolyse et de la taille initiale des protéines. Toutes les membranes
utilisées sont des membranes Millipore (Bedford, USA).

13.1 Ftape 1 : premidre étape d’ultrafilirat

CWPS §uirhiug stion

La premiére étape d'ultrafiltration est réalisée & l'aide d'une membrane plane (PLBC,
Millipore), en acétate de cellulose possédant un seuil de coupure de 3 kDa. Cette étape permet
de purifier les petits peptides par élimination dans le rétentat des molécules d'une taille
supérieure & 3000 Da, c’est--dire essentiellement des composés phénoliques et des

polypeptides.
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1.3.2. Etape 2 : étape de nanofiltration

Elle est réalisée avec une membrane spiralée (Nanomax 50, Millipore), en
polyamide/polysulfone ayant un seuil de coupure de 500 Da, les peptides de taille supérieure &
500 Da étant récupérés dans la solution retenue. La nanofiliration est utilisée pour d’une part,
diminuer le taux d'acides aminés libres présents et, d’autre part, évacuer les sels pouvant
induire une hyper-osmolarit¢ de la solution. Ainsi, grice & cette nanofiltration, la
concentration en sels du mélange est diminuée de 80% ce qui permet ensuite un meilleur
fractionnement des peptides selon leur charge. En effet, la force ionique de la solution est un
paramétre influengant notablement le fractionnement ; l'augmentation de la teneur en sels
engendrant une diminution a la fois des phénoménes de répulsion des peptides acides et

d'attraction des peptides basiques (Nau et al., 1992-93).

13.3. Etape 3 : deuxiéme étape d’ultrafiltration

La seconde ultrafiltration est effectuée gréce a une membrane plane (PLAC, Millipore), en
acétaie de cellulose, ayant un seuil de coupure de 1 kDa. Elle est chargée négativement. Cette
étape d’ultrafiltration permet de fractionner les petits peptides, non seulement, selon leur
taille, mais également, et surtout selon leur charge. En effet, selon la théorie de Donnan, des
interactions électrostatiques apparaissent en fonction de la charge des peptides et de la
membrane. Les peptides ayant la méme charge que la membrane sont considérés comme des
co-ions et ont donc tendance & étre repoussés par celle-ci. Au contraire, les peptides de charge
opposée (contre-ions) sont attirés par la membrane et sont alors préférentiellement transmis
dans le perméat. Ainsi, dans notre cas, les peptides acides (chargés négativement) sont peu
représentés dans le perméat, les neutres sont distribués de fagon homogene et les basiques
(chargés négativement) sont prédominants dans le perméat. Aussi, le rétentat présente une
teneur plus élevée en peptides contenant des acides aminés acides tandis que le perméat est

plus riche en peptides contenant des acides aminés basiques.

Etant donné le grand nombre de fractions générées par le procédé, nous avons choisi
d’approfondir nos travaux avec seulement cing d’entre elles, identifiées comme suit :

- hydrolysat (fraction 1) : obtenu aprés hydrolyse enzymatique des protéines de colza et
centrifugation ;

- surnageant (fraction 2) : partie soluble obtenue aprés précipitation & pH 4 de I'nydrolysat ;
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- précipité (fraction 3) : culot obtenu apres précipitation a pH 4 de I'hydrolysat ;

- rétentat (fraction 4) : obtenu aprés ultrafiltration avec une membrane de 1kDa,
correspondant & la partie n’ayant pas traversé la membrane ;

- perméat (fraction 5) : obtenu aprés ultrafiltration avec une membrane de 1kDa,

correspondant 4 la partie ayant traversé la membrane.

Le choix de ces cinq fractions particuliéres a été réalisé sur la base de leurs principales
caractéristiques (pureté peptidique, répartition de taille peptidique, quantité de composés
phéncliques et composition en acides aminés libres et totaux), dans le but de rechercher
d’éventuelles relations entre une ou des potentielles propriétés "biologiques” sur les cellules

en culture et une ou plusieurs particularités de ces fractions.
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TOURTEAU DE COLZA
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Figure II1.1 : Schéma du procédé d'obtention des fractions utilisées (encadrées) en tant que suppléments de
milieux de culture pour cellules animales.
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II. Caractérisation des fractions utilisées

Les cinq fractions ont été cafactén'sées selon plusieurs critéres :
- leur pourcentage en maticre azotée (MA) par apport 4 la matiére séche totale (M) ;
- leur distribution de taille des peptides ;
- leur teneur en acides aminés libres ainsi que leur composition en acides aminés totaux
(acides aminés constituants lés peptides + acides aminés libres) ;

- leur teneur en polyphénols.

Le pourcentage en matiére azotée par rapport 4 la matiére séche totale a été déterminé par la
méthode de Kjeldahl. L’analyse de la distribution en taille moléculaire de leurs peptides a été
réalisée par chromatographie haute pression d’exclusion de taille avec une détection des
peptides'a 214 nm. Le taux d'acides aminés libres, ainsi que la composition en acides aminés
des peptides aprés leur hydrolyse acide compléte, ont été déterminés par chromatographie
liquide en phase inverse aprés dérivation en présence de d’o-phtahaldéhyde et de 9-fluorényl-
méthyl chloroformate. Enfin, la quantité de composés phénoliques présents a été estimée par
chromatographie liquide haute pression en équivalent acide sinapique, acide phénolique
majoritairement présent (entre 70 et 90%) dans le tourteau de colza (Naczk ef al., 1992).

Toutes les valeurs de ces différents parameétres sont indiquées dans les tableaux II1.1 et I11.2.

Taille en Da

Matiére azotée (% maticre azotée) (Lft')mrl)‘o S¢8
(% matibre stehe) 500 50001000 1000.500 500-110 ACAESaminés (o0 tyagisre seche)
libres <110

Hydrolysat (1) 76 3 77 7 7 4 1

Surnageant (2) 80 5 26 17 48 4 0,9
Précipité (3 50 16 31 13 36 4 17
Rétentat (4) %0 0 2 23 s4 3 09
Perméat (5) 8 0 s 14 7 9 06

Tableau 1111 : Contenu des fractions utilisées, en matiére azotée, en composés phénoliques et distribution de
taille de la matiére azotée.

Acides Ala - Aig Asx Cys Gix Giy His lie Lew Lys Met Phe Pro Ser Thr Tyr Val
i % molaire

Hydrolysat (1) 6 8 9 0 16 9 3 5 8 4 2 4 5 6 6 2 6
Surnageant (2) 5 8 11 0 15 9 3 4 7 5 2 3 6 4 4 2 7
Précipité (3) 6 8 9 0 11 0w 1 6 10 4 2 4 7 5 5 2 8
Rétentat (4) 4 7 12 0 17 9 34 7 4 i 3 5 7 7 3 7
Perméat (5) 6 10 7 0 14 10 3 4 8 6 2 4 5 5 5 3 7

Acides aminés acides 29%

Acides aminés neutres 14%

Acides aminés basiques 57%

Tableau I11.2 : Composition en acides aminés totaux des cinq fractions utilisées.
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IL1. Caractéristiques propres a chaque fraction
11.1.1. Hydrolysat, fraction 1

La fraction 1, ou hydrolysat, a été obtenue par hydrolyse enzymatique d'un concentrat
protéique de colza. Elle est définie par un contenu en matiére azotée similaire & ce dernier
(75%), constituée de peptides de différentes tailles, avec cependant une majorité (67%) de
petits peptides (< 1000 Da). La composition en acides aminés totaux est relativement bien
équilibrée. Seul Ie mélange glutamine/glutamate présente une valeur 1égérement supérieure
aux autres. Le taux d'acides aminés libres de cette matiére azotée est faible (4%). D'aprés
Schweizer (2002), I'hydrolysat contient également 8% de fibres et 4% de lipides. Cette
fraction contient en outre des composés phénoliques a raison de 1% de la matiére séche totale.
Une grande quantité de ces composés (91%) est liée & des peptides & 'origine de la couleur

brunitre de cette fraction (figure I11.2) (Tessier, 2004).
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La fraction 2, ou sumageant, est la résultante de I'abaissement du pH de l'hydrolysat de 9 a4
qui induit l'apparition de composés insolubles. Ces derniers sont alors séparés de la fraction
soluble, ou surnageant, par centrifugation. Le surnageant est défini par un contenu en matiére
azotée de 80% comprenant 69% de peptides de taille inférieure 4 1000 Da. Son taux d'acides
aminés libres ainsi que son contenu en polyphénols sont similaires & ceux de I'hydrolysat.
Cependant, les composés phénoliques retrouvés dans cette fraction ne sont plus, pour la
majorité, liés aux peptides comme cela était le cas pour I'hydrolysat, mais sont sous forme
libres, d'otr une couleur plutdt jaunétre de cette fraction (figure II1.2) (Tessier, 2004).

11.1.3. Précipité, fraction 3
La fraction 3, ou précipité, résuite également de I'abaissement du pH de I'hydroiysat de 9 4 4
qui induit l'apparition de composés insolubles constituant le précipité. Cette diminution du pH
entraine également une diminution des interactions ioniques et par conséquent une
augmentation du taux d'acides phénoliques libres, retrouvés dans la partie "surnageant”. Le
précipité est séparé de la fraction soluble par centrifugation. 1l est défini par un contenu en

matiére azotée assez faible (50%). De plus, cette fraction, a la différence des autres, contient
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un pourcentage élevé de plus gros peptides ; 47% de peptides ayant une taille supérieur
1000 Da. Cependant, son taux d'acides aminés libres est le méme que pour les deux fractions
précédentes. Enfin, on remarquera la teneur élevée (1,7%) -en composés phénoliques
(principalement liés) du précipité qui est environ deux fois supérieure & celle des autres
fractions. Elle est en grande partie & l'origine de la couleur brun foncé caractéristique du

précipité (figure II1.2).

11.1.4. Rétentat, fraction 4

La fraction 4, ou rétentat, est obtenue aprés l'ultrafiltration (3 kDa) de la fraction surnageant,
suivie par une nanofiltration (500 Da) et par une seconde ultrafiltration (1 kDa). Le rétentat
correspond 4 la partie retenue par la membrane de 1 kDa. Cette fraction est celle qui posséde
1e contenu en matiére azotée le plus important (90%), renfermant de plus une forte proportion
(80%) de petits peptides Cest-a-dire de taille inférieure & 1000 Da. Du fait de cette forte
teneur en matiére peptidique, il peut étre qualifié d'isolat peptidique. Son taux d'acides aminés
libres est faible (3%). De plus, pour des raisons d'interactions électrostatiques entre la
membrane et les peptides, le rétentat est enrichi en peptides acides. En effet, la membrane
utilisée est porteuse de charges négatives et cela d'autant plus que la filtration est réalisée & pH
basique (9). Ainsi, les peptides -acides (chargés négativement) sont peu transmis dans le
perméat et sont alors retrouvés dans le rétentat, les neutres sont distribués de fagon homogeéne
et les basiques (chargés positivement) sont prédominants dans le perméat. Cette fraction
contient également des compasés phénoliques & raison de 0,9% de la matiére séche totale

responsables de la couleurjauné foncée du rétentat (figure I11.2).

11.1.5. Perméat, fraction-5

La fraction 5, ou perméat, st obtenue 2 la suite des mémes étapes que celles utilisées pour
’obtention- du rétentat. Cependant, le perméat correspond & la partie non retenue par la
membrane. Cette fraction est caractérisée par un contenu en matiére azotée élevé de 85%,
elle-méme trés majoritairement constituée par de trés petits peptides (81% inférieurs & 500 Da
soit des di-, tri- ou tétra-peptides et des acides aminés libres). Le taux d'acides aminés libres
(9%) de cette fraction est supérieur & celui retrouvé dans les quatre autres du fait dune
transmigsion stérique élevée de ces petites molécules a travers la membrane de 1 kDa. A
I'inverse du rétentat, le perméat est, enrichi en peptides basiques. Cette fraction contient peu

de composés phénoliques liés aux peptides, expliquant ainsi sa faible coloration (figure IIL2).
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Hydrolysat (1) Surnageant (2) Précipité (3) Rétentat (4) Perméat (5)

Figure 111.2 : Coloration des différentes fractions peptidiques de colza 4 2 g/L.

11.2. Comparaison des fractions de colza avec des hydrolysats commerciaux

Les caractéristiques principales de chaque fraction de colza et leur comparaison avec celles de
cing hydrolysats commerciaux QUEST sont résumées dans le tableau II1.3. Ces données sont
les seules dont nous disposons. Les hydrolysats commerciaux sont des hydrolysats végétaux
obtenus aprés hydrolyse enzymatique. Ainsi, I'hydrolysat de soja, HP 1510, qui contient une
quantité élevée d'acides aminés libres, est préconisé en tant que source d'acides aminés et de
glutamine. L'hydrolysat de blé, HP 4601, contient un niveau relativement élevé de di- et tri-
peptides et d'oligopeptides plus grands. Son utilisation est conseillée en tant que substitut du
sérum. Le second hydrolysat de blé, HP 4605 Dev, contient peu d'acides aminés libres mais
est, par contre, constitué de nombreux peptides de poids moléculaire élevé. 1t est, comme
I'hydrolysat précédent, recommandé comme remplagant du sérum. L'hydrolysat de riz, HP
5603 Dev, est également préconisé comme substitut au sérum. Enfin, I'hydrolysat de pois, HP
7401 Dev, contient moins de 1% d'acides aminés libres et est également conseillé en tant que

substituant du sérum.
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Teneur en Teneur en petits  Taux d'acideg Couleur
matiére azotée peptides _am inés libres  (teneur en
/MA~ /MS polyphénols
Hydrolysat ++ ++ + + ++
(fraction 1) '
Surnageant ++ ++ + + ++
(fraction 2)
3 Précipité + + - + o
5 (fraction 3)
Rétentat - -+ +H ++ + ++
(fraction 4)
Perméat ++ A ++ +
(fraction 5)
BLE HP 4601 -+ - ++ + +
f HP 4605 Dev ++ o+ + +
= Pois HP 7401 Dev ND -+ ND - +
C Rz HP 5603 Dev ++ - + + +
SoJa HP 1510 + 4+ + ++ +

Tableau I11.3 : Principales caraciéristiques des fractions utilisées dans la suite de ce travail (e nombre de +
correspond 4 l'intensité de la particularité).
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CHAPITRE IV — FRACTIONS PEPTIDIQUES DE COLZA ET CELLULES CHO

CHAPITRE IV : INTERET DE L'UTILISATION DE FRACTIONS
PEPTIDIQUES DE' COLZA DANS LE MILIEU DE
CULTURE DE CELLULES CHO

Les procédés de culture de cellules animales nécessitent l'utilisation de compléments: du
milieu sous forme de sera animaux ou de protéines animales, susceptibles de contaminer le
produit par des agents infectieux, Ainsi, le défi actuel est de développer de nouveaux milieux
exempts de toute protéine animale, mais permettant de conserver ou méme d'améliorer les
performances des procédés. L'utilisation de peptides issus de I'hydrolyse de protéines
d'origine végétale constitue une alternative intéressante. En effet, cette supplémentation
permet, non seulement, de minimiser les risques de contamination par des agents pathogénes
potentiellement présents dans les molécules d'origine animale, mais aussi, semble favoriser la
croissance cellulaire. C'est dans ce contexte que se positionne le projet de publication suivant.
Cette étude va nous permettre d'étudier l'utilisation d'une source protéique végétale originale,
le colza et plus particuliérement le tourteau de colza. En effet, ce dernier, sous-produit de
lindustrie huiliére, habituellement utilisé pour l'alimentation animale, reste encore peu
valorisé. Or, il est disponible en grande quantité, & moindre coiit et posséde une composition
en acides aminés équilibrée qui devrait faciliter son assimilation par les cellules animales. De
plus, suite & des travaux préliminaires, le procédé d'extraction et d'hydrolyse enzymatique des
protéines, mais également, le fractionnement de I'hydrolysat en plusieurs fractions peptidiques
sont maitrisés (Schweizer, 2002 ; Tessier ez al., 2004). Des premiers essais de cultures de
cellules d'insectes supplémentées avec un hydrolysat de protéines de colza ont montré un net
effet promoteur de la croissance cellulaire (Deparis ef al., 2003). A partir de ces acquis, les
‘ravaux présentés ci-dessous, sous forme de publication, portent sur ['étude détailiée de T'effet
de diverses fractione peptidianes issues d'un hydrelysat de colza, sur des procédds de culture
de cellules CHO et sur leur possible capacité & permeitre la formulation d'un milieu

complétement exempt de protéines animales.
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1. Controled peptidic fractions of rapeseed hydrolysates as an alternative to
animal proteins in cell culture media

B. Farges-Haddani], B. Tessier], S. Chenu’, C. Harscoat', [ Marc', J. L. Goergen‘, A. Marc'

1- Laboratoire des Sciences du Génie Chimique, UPR CNRS 6811, ENSAIA-INPL, 2 avenue de la Forét de
Haye, 54505 Vandoeuvre-lés-Nancy Cedex, France

2- Centre d'Tmmunologie Pierre Fabre, 5, avenue Napoléon III, BP 497, 74164 St-Julien-en-Genevois Cedex, °
Trance

Introduction

The formulation of optimal culture media for animal cell cultures has received a lot of interest
for many yéars as a result of its critical impact on the development of bioprocesses based on
animal cell technology (Kovar and Franek, 1986 ; Castro ef al., 1992 ; Keen and Rapson,
1995 ; Lao-and Shalla, 1996). Animal serum, mainly fetal bovine serum, is still often used as
a supplement to cell cuiture media, while it provides a broad spectrum of macromolecules,
carrier proteins for lipoid substances and trace elements, attachment and spreading factors,
fow molecular weight nutrients, and hormones and growth factors (Jayme and Smith, 2000).
Despite the interest of this biological source, its use presents many disadvantages such as a
high protein level, leading to the necessity of eliminating them during downstream
processing, the risk of microbial contaminants, like fungi, bacteria, viruses or BSE-agent, a
variable- quality and high costs. Among these drawbacks, the possible introduction of
adventious agents is the most problematic issue, leading to the extended use of serum-free
media (Froud, 1999). Moreover, regulatory authorities in Europe and the United States have
strongly encouraged biological companies to eliminate the use of animal-derived substances
in their manufacturing processes (Asher, 1999 ; Castle and Robertson, 1999). However, total
serum-repiacement is-still-a chalienge-given-the number of functions it assuities in a culfire
medium (Perrin ef al., 1995; Kallel ef al., 2002). Thus, an alternative to serum eupnlemented
medium can be a serum-free medium supplemented with protein digests from various raw

materials (Jayme and Smith, 2000).
Various acidic or enzymatic protein hydrolysates are proposed to replace fetal bovine serum

in mammalian and insect cell cultures. There are produced either from animal tissues

(Primatone RL, tryptose broth,...), from milk (lactalbumin, casein,...) or from
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microorganisms (yeast hydrolysate, bacto-peptone,...) (Nyberg et al., 1999 ; Jan et al., 1994 ;
Schlaeger, 1996 ; Amiot ef al, 2004 ; Sung et al., 2004). Their compositions are often
complex mixtures of oligopeptides, amino acids, iron salts, lipids and other trace low
molecular weight substances and allow to support cell growth and production. For example,
Jan er al. (1994) showed that the supplementation of a defined medium with meat peptone
resulted in significant increases in cell number and specific monoclonal antibody production.
Schiaeger (1996) confirmed that the tryptic meat digest Primatone RL, in addition to animal
cell culture media, significantly improved the cell growth properties of many cell lines and
prolonged their viability. Recently, Sung ef al. (2004) showed the interest of yeast hydrolysate
as a medium additive for human thrombopoietin production in serum-free suspension cultures
of CHO cells. It has also been suggested that milk protein hydrolysates may be a source of
biocactive small peptides, with specific biological properties that include immunomodulatory,
antimicrobial, antithrombotic and antihypertensive effects (Clare and Swaisgood, 2000 ;
Smacchi and Gobbetti, 2000).

Although the development of these hydrolysates is a step further in the right direction this is
not sufficient because the risk of introducing adventitious agents is still present. Therefore, the
choice of the raw material source is influenced by the present trend of avoiding iil-defined
animal-derived materials in biopharmaceutical processes. This trend provokes heightened
interest in plant proteins and more particularly in vegetable enzymatic hydrolysates (Keen et
Rapson, 1995 ; Amatsuji ¢z al., 1998 ; Blom ez al., 1998 ; Donaldson et Shuler, 1998 ; Price et
al., 1999 ; Franek ef al., 2000 ; Heidemann et al., 2000 ; Reiter et al., 2001). For example,
Amatsuji et al. (1998) supplemented a basal media with different vegetable hydrolysates for
batch and fed-batch cultures, Price et al. (1998) indicated that rice hydrolysates are able to
support the growth of insect cells, and Heidemann et al. (2000) found that soy peptones
confer a nutritional benefit for a recombinant BHK cell line. Burteau ef al. (2003) identified
some wheat peptones showing a double positive effect on CHO cell growth and recombinant
TFN-y production in protein-free suspension cultures. In the same way, Ballez ef al. (2004)
described the use of rice and wheat protein hydrolysates as non nutritional additives to the
culture medium to support productivity and CHO cell growth in suspension or on

microcarriers.
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However, plant hydrolysates stand in an extremely complex mixture together with amino
acids, oligopeptides and numerous other substances such as phenolic compounds and fibers.
Secondly, biologically active peptides often present particular physicochemical characteristics
essential to their activity (Recio and Visser, 1999). As a consequence, the development of
vegetable peptides may require additionnal purification and fractionation processes. The
fractionation of peptide mixtures by chromatographic methods is very efficient to obtain small
peptide fractions which can differ by their charge, size or hydrophobic properties (Despoxtes
¢t al., 2000). In this way, a more precise approach was proposed by Franek er a/. (2000) who
generated soy and wheat peptide fractions with a reduced content of non-peptidic components
by chromatographic fractionation of the enzymatic digests. Their different peptide fractions
did not equally support mouse hybridoma growth, demonstrating that the plant peptides may
exert specific effects on cultured cells in addition to the nutritional one. Franek (2004) also
indicated that the common feature of the activity of selected synthetic peptides is the

suppression of the apoptosis.

Rapeseed proteins represent another source of plant pepiides which could be used for animal
cell culture. Indeed, the rape culture is widely developed for oil production (FAO, 2002). The
oil extraction leads to defatted rapeseed cattle-cakes with 30-45% of protein content This low-
cost-raw material could represent an interesting alternative for the production of plant protein
hydrolysates. Such rapeseed hydrolysates have been already proposed for the fortification of
animal foods (Dev and Mukherjee, 1986 ; Zhou ef al., 1990). Their adavantages with respect
to functional and nutritional properties have been also demonstrated (Vioque ef al., 2000).
Moreover, the well-balanced amino acid composition of rapeseed proteins compared to other
oilseed crops like soybean makes them. especially interesting to be tested in animal cell
culture (Godon, 1996). But until now, only few studies have concerned the production of
enzymatic hydrolysates from this vegetable by=product to increase-its field of -application

(Vioque et al., 1999).

More recently, the extraction of rapeseed proteins followed by their well-controlled enzymatic
hydrolysis and the peptide fractionation have been studied. Schweizer (2002) realised the
hydrolysis of a rapeseed meal by various enzymes and Deparis e al. (2003) showed the
ability of the resulted rapeseed protein hydrolysate to enhance Sf9 cell growth in serum-free
medium. Furthermore, Tessier ez al. (2004) proposed a fractionation process of the

hydrolysate peptides based on ultrafiltration and nanofiltration membranes. They also
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described a new method for peptide identification in peptide mixtures. While the fractionation
of small peptides is classically achieved by chromatographic methods, its scale-up issue
generates some high costs because of the use of organic solvents and also because of the low
productivity of this technique. So, the membrane fractionation processes could be more

advisable due to less expensive equipments, no denaturing conditions and an easier scale-up.

In the present study, the supplementation by new rapeseed peptidic fractions of a simple
serum-free medium has been assessed for its growth promoting activity on CHO cells and
compared with the addition »effect of soy, wheat and rice hydrolysates. Furthermore, an animal
protein-free medium adapted to long-term cultivation of CHO cells in stirred systems has also

been proposed.
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Material and Methods

Cell line and cell culture

CHO C5 cell line is a resultant clone of a transfection of the cDNA coding for the rat
alpha2,6-sialyltransferase into the CHO 320 cell line by using an in vitro amplification
expression method (Monaco ef al., 1994). This clone has been adapted to grow in suspension
in serum-containing mediuvm and subsequently in serum-free medium (Monaco e al., 1996).
Cells were seeded at 0.8.10° cells/mL in triplicate 96 well-plates (200 L working volume), or
at 2.10% cells/mL in 500 mL spinner flasks (160 mL working volume) in an incubator at 37°C
and 5% CO..

Culture media

Cultures were performed with a medium based on RPMI 1640 (Sigma) enriched in glutamine,
glucose and trace elements, such as pyruvic acid, L-alanine, puirescine, and inorganic ions
(Lamotte et al, 1997). Various components were then added, depending on the culture
conditions : TIB' mixture (5 mg/L transferrin (Sigma), Smg/L Insulin (Sigma), Sg/L bovine
serum albumin. (Euromedex)), plant protein hydrolysates (2g/L) from soy-HP1510, pea-
HP7401 and wheat-HP4605dev (QUEST Int.) and five home-made rapeseed peptidic fractions.
Medium supplemented with TIB mixture will be called reference medium. A rapeseed protein
concentrate was first prepared as reported previously (Departis ef al., 2003). The enzymatic
protein hydrolysate was then obtained from protein concentrate as described by Tessier ez al.
(2004). 1t was further fractionated by successive steps according to the process described by
Tessier (2004). Briefly, the fraction 1 corresponded to the non-fractionated hydrolysate.

Fractions 2 and 3 were respectively the supernatant and: the precipitate following a

precipitation at pH 4 and a centrifugation (10 min, 3500 g). Fractions 4 and 5 were . .

respectively the retentate and the permeate obtained after successive steps of ultrafiltration (3

kDa, pH 4 and 1 kDa, pH 9) and nanofiltration (500 Da, pH 9).

Cell counting

Total cell concentration in well-plates were counted without sampling or staining by direct
image analysis with the Cellscreen analyser (Innovatis). Viable and dead cell densities in
spinner flasks were determined in samples using a hemacytometer and Trypan Blue dye

exclusion method.
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Analysis of rapeseed peptidic fractions

The Kjeldhal method was employed for the total nitrogen content calculation with a
conversion factor of 6.25 for peptide mass determination. The phenolic compounds were
directly measured in peptide solutions without any treatment and were expressed from a
calibration curve made with sinapic acid (224 g/mol). Size-exclusion chromatography
analyses were carried out with a Superdex Peptide HR 10/30 column (Amersham Biosciences,
Uppsala, Sweden) and a solvent mixture of ACN/H,O/TFA (40/60/0.1 - v/v/v). Wavelengths
of detection were 214 nm for peptide determination and 310 nm for phenolic compounds
determination. The molar mass distribution was determined using a calibration with papain
(23000 g/mol), insulin (5750 g/mol), Lys-Tyr-Lys (437 g/mol), Leu-Leu-Leu (357 g/mol),
Ala-Met (220 g/mol), Pro-Ala (186 g/mol), L-Arg (174 g/mol) and L-His (155 g/mol) as
molar mass standards. All standards were purchased from Sigma. After derivatization
according to Godel ef al. (1992), the amino acids were analyzed by high-performance liquid
chromatography (HP 1090 Liquid Chromatograph system, column Hypersil 5p C18
(Interchim, France)) using solvent A (20 mM sodium acetate coniaining 0.024 %
triethylamine and 0.5 % tétrahydrofurane, pH 7.2) and solvent B (acetonitrile/methanol/100
mM sodium acetate (40/40/20- v/v/v), pH 7.2). The amino acid concentrations were

calculated from a calibration curve made with an amino acids kit (Sigma).
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Results and discussion
1. Membrane fractionation leads to various formiulations of peptidic rapeseed fractions

The five rapeseed. fractions generated by enzymatic hydrolysis and membrane fractionation
processes have been characterized by their content in nitrogen matter, phenolic compounds,
free amino-acids and for the peptide size distribution (table 1 and figure 1). The total nitrogen
content in the fractions is between 76 and 90% excepted for the fraction 3 which contains
only 50% of nitrogen matter. This fraction was also characterized by the highest content in
large peptides (47% > 1000 Da) and by a two times higher level of phenolic compounds than
the. other fractions. The fractions 4 and 5 present the higher purity in nitrogen matter, but the
fractibh 4 leads to a balanced mixture of small and big peptides. On the contrary the fraction 5
contains the most important quantity of smaller peptides (95% < 1000 Da and 81% < 500 Da)
and free amino acids, and very few phenolic compounds. Due to the negative charge of the
fractionation membrane, the fraction 5 is enriched in basic peptides while the fraction 4

mainly contains acidic peptides.

The main characteristics of our rapeseed fractions 1 and 4 have been compared to soy, wheat
and pea prqteic,‘,hygrolysates in table 2 and figure 2. The rapeseed hydrolysate which
correspondéyAﬂt‘o fraction 1 contains a higher quantity of peptidic matter than the other
hydrolysates, but with a lower proportion of small peptides (< 1000 Da) leading to a balanced
peptide mixture. Beside, commercial hydrolysates contain a very little quantity of peptides
larger than 1000 Da. Moreover, the quantity of free amino acids changes a lot as a function of
the vegetable origin of the hydrolysates. Indeed, soy hydrolysate presents a high percentage of
free amino acids whereas rapeseed fractions a lower percentage and wheat and pea

hydrolysates a quantity near zero.

Based on these results, it is clear than the composition of the different plant protein
hydrolysates depends on the raw matter, on the eniymatic hydrolysis process conditions and
i1 ihe sieps of 16 fraciioiaiion process. Not oniy the nitrogen matter content, but also, the
free amino-acids level, the peptide size and charge distribution or the phenolic compounds
percentage lead to very different values. As all these parameters could affect the ability of the
hydrolysates to support the cell growth, it is then interesting to generate and compare the
effects of fractions with different characteristics. Indeed, free amino acids and small peptides
are expected to mainly play a nutritional role, especially when supplemented to a simple basic

medium, while the size and nature of peptides could impact as growth or survival factors,
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total nitrogen

size peptide (Da) distribution in fractions . .
free amino acids  phenolic compounds

fraction (% wiw total nitrogen)
(% wiw total matter) (% wiw nitrogen) (% w/w total matter)
> 5000 5000-1000  1000-500 500-110
1 76 6 27 17 46 4 1
2 80 5 26 17 48 4 0,9
3 50 16 31 13 36 4 1,7
4 90 0 20 23 54 3 0,9
5 85 0 5 14 72 9 0,6

Table 1 : Percentages of total nitrogen matter, phenolic compounds (in w/w of total matter), free amino-acids and

size peptide distribution (in w/w of nitrogen matter) in peptidic fractions obtained after enzymatic hydrolysis

and membrane fractionation of rapeseed cattle-cake proteins.

100 1

% {(w/w of nitrogen matter)

> 5000

ot 02 @3 m4 g5 81

5000-1000 1000-500
Peptide molecular weight

Figure 1 : Size distribution of peptides in five rapeseed fractions obtained after membrane fractionation of an

enzymatic hydrolysate of rapeseed proteins.
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total nitrogen content ‘free amino acids

(% wiw of total matter) (% w/w of nitrogen content)

. 90 3
rapeseed fractions
76 4
soy 51 13
other hydrolysates - wheat 70 1.9
pea nd. 0.7

Table 2 : Percentages of total nitrogen matter (w/w of total matter) and free amino-acids (w/w of nitrogen

matter) in two rapeseed peptidic fractions and three commercial protein hydrolysates.

100 4 @rapeseed 1
m rapeseed 4
80 4 M Soy

o Wheat

B Pea

% (w/w of nitrogen matter)
3 3

6000-1000
Peptide molecuiar weight

Figure 2 : Comparison of the size distribution of peptides in two rapeseed peptidic fractions and in soy, wheat

and pea protein hydrolysates.
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2. The cell growth stimulating effect depends on the peptidic fraction composition

To determine the effect of the addition of different rapeseed fractions to our very simple
serum-free medium on CHO cell growth, the cells were cultivated in 96 well plates containing
200 pL reference medium supplemented or not with 4 g/L of the different rapeseed fractions
(figure 3). Individual rapeseed peptidic fractions varied significantly in their growth
promoting effects. While the addition of the fraction 4 stimulated the cell growth rate,
reaching a final cell density of 6x10° cells/mL, the fraction 5 did not improve the CHO-C5
cell growth with even a lower maximal cell density (3.7x10° cells/mL) in comparison with the
reference medium (4.2x10° cells/mL). The fractions 1 and 2 did not show any positive or
negative effect on this cell line, but the fraction 3 provoked a dramatic inhibition of the cell

growth, since the reached cell density (0.7x10° cells/mL) was similar to the seeded one.

These results corroborate the notion that plant peptides may have opposite effects on animal
cells in culture, depending on the various processes available to obtain them. Some
characteristics of the peptide mixtures such as the mass molar distribution, the nitrogen matter
purity or the presence of non-peptidic molecules could be hypothesized to explain our results.
Franek’s team also reported that individual peptide fractions of hydrolysates, from soy protein
and wheat gluten, varied significantly in their growth promoting activities when tested on a
mouse hybridoma culture in protein-free medium (Franek ef «l., 2000 ; Franek and Katinger,
2002).

The cytotoxic effect of the fraction 3 could be attributed to its low purity with a 50% (w/w) of
nitrogen matter and consequently to the presence of other molecules which are not well
controled such as lipids or polyphenols. Nevertheless, the addition in the rereference medium
of sinapic acid which is the most important component of phenolic compounds did not inhibit
the cell growth (data not shown). Furthermore, this fraction was very poor in small peptides
which correspond to less than 20% of the total matter. In this case, the nutritional potential
corresponding to the small peptides, which can be easily hydrolysed in free amino acids by
the cells, is dramatically decreased. The fractions 1 and 2 contain less nitrogen content than
fractions 4 and 5 and have not been processed through membrane fractionation. Their peptide
distribution indicates the presence of larger molecules with molecular weight superior to
5000Da. In these cases, the stimulating effect on CHO-CS5 cell growth remains very small but

the purity level is observed to be sufficient to avoid any cytotoxicity effect.
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Cells, 10%/mL
FS

40 60 80 100 120
Time, h
Figure 3 : Evolution with time of viable CHO cell concentration after 120 hours of culture, in 96 well plates,

performed in reference medium (O) and in reference medium supplemented with the five rapeseed peptidic

fractions presented in table 1 : fraction 1 (03), fraction 2 (#), fraction 3 (X), fraction 4 (A) and fraction 5 (A).
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The fractions 4 and 5 which result from the same steps of the membrane process, mainly
differ by the higher content of peptides smaller than 500 Da and of free amino-acids as well as
by the absence of large peptides in fraction 5. Their purity in nitrogen content is high and
fraction S contains the lower quantity of phenolic compounds. However, this last fraction led
f both fr

to the worst results o

@

peptides composed of less than five amino-acids, which could be used through peptide
transporters, is not the single parameter which influences the growth promoting activity. A too
high level of small peptides could even display a growth inhibition effect, as reported by
others authors. Indeed, Franek ef ol. (2000) found a weaker hydriboma growth in presence of
small peptides of wheat and soy, while Maranga ef al. (2003) showed that Sf-9 cultures
supplemented with lower molecular weight peptidic compounds of hemolymph displayed
some growth inhibition activity. Moreover, the limited effect of the fraction 5 on the cell
growth may as well be caused by the fact that peptides with a high molecular weight are
missing in this fraction whereas there is only 5% of peptides with a molecular weight between
1000 and 5000 Da and only 19% superior to 500 Da. In this case, the possible role of growth
or survival factors displayed by larger peptides can not interfere. Another explanation could
be the fact that this fraction is enriched in basic peptides due to the filtration membrane
charge, since Franek and Katinger (2002) showed that basic peptides decrease hybridoma
growth.

On the contrary, the fraction 4 which significantly stimulates the cell growth contains the best
distribution of peptides smaller than 5000 Da, with less small peptides under 500 Da than in
fraction 5 and about 43% peptides larger than 500 Da. Thus, the positive effect of the fraction
4 on the cells is likely to come from the fact that this fraction contains at the same time small
and large peptides. Several studies confirm this potential cumulative effect of nutritionai roie
of small peptides and of growth factor role of larger peptides. On the one hand, Grimble ef al.
(1987) found that intestinal cells more easily used di- or tri-peptides than larger peptides and
Minamoto et al. (1991) reported that cultured animal cells metabolised dipeptides like glycyl-
L-glutamine and L-alanyl-L-glutamine. Moreover, Franek and Katinger (2002) showed a
great impact on hybridoma growth of tri-, tetra- and penta- synthetic peptides than larger
peptides. On the other hand, Amiot e al. (2004) observed that peptides from milk protein
hydrolysate with a molecular weight of about 800 Da could have a growth promoting effect

for keratinocytes. They also hypothesized that some very small peptides can lead to a
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biological activity while larger peptides with a molecular weight higher than 4000 Da present
a growth factor activity. Thus, a mix of big and small peptides seems to be necessary for an
optimal cell growth. In the same viewpoint, Burteau et a/. (2003) have shown that most of the
beneficial effects of peptones were in relationship with their content in larger oligopeptides
while culture parameters were improved in the presence of peptones having an important
quantity of oligopeptides ranging from 1000 to 10 000 Da and a small proportion of peptides
higher than 10 000 Da. Another hypothesis to explain the best results of this fraction 4 in
comparison with the fraction 5 could be its higher content in acidic peptides. At last, our
results show that non peptidic substances, such as polyphenols, have not unfavourable

biological activities when they are present in a little quantity in the plant peptidic fractions.

The growth promoting capacity of rapeseed fractions 1 and 4 have been then compared to
protein hydrolysates from soy, wheat and pea (table 3). The cell densities obtained after 112 h
of culture in 96 well-plates are similar in the rapeseed fraction 1, which corresponds to the

non fractionated hydrolysate, and in the hydrolysates from other raw materials. Between the

cr

three commercial preparations, wheat hydrolysate appears to be the best additive. On the
contrary the rapeseed fraction 4 was much efficient on the cell density than all the
hydrolysates. Again, the higher level of peptidic matter in this last fraction compared to the
hydrolysates whatever their source can explain these results. They point out the importance of
the preparation of more controled peptidic fractions with a high content of nitrogen matter and
less heterogeneous composition than in the whole digest, as well as the importance of the raw
material source. These results correlate those obtained by Burteau ef o/ (2003) which
observed no positive effect of soy and pea hydrolysates on the maximal viable CHO density
and an increase with wheat hydrolysate. However, Price ef al. (1999) showed that soy
hydrolysate supported Vero cell growth, rice hydrolysate enhanced it but wheat hydrolysates
were toxic. Moreover, soy hydrolysate enhanced the growth of Bombyx mori insect cells in
suspension culture (Kwon ef af., 2004). Thus, it appears that the vegetable source is an
important factor in the growth promoting activity and it can be different between the cell lines

used.
Thanks to these results, the fractionation of plant protein hydrolysates appears of great interest

to point out some growth stimulating effects. Particularly, the proportion of peptides with

different molecular weight seems to be an important parameter which has to be well
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controled. Qur results suggest that a 80/20 ratio between small (< 1000 Da) and large (> 1000

Da) peptides could be a good compromise to enhance cell growth.

3. Rapeseed peptidic fraction presents antagonist effects depending on its concentration

Based on the previous results, the following experiments have only been performed by
addition of the fraction 4 in the reference medium. The influence of the concentration of this
fraction was subsequently evaluated on CHO cells cultivated in 96 well plates in reference
medium supplemented by rapeseed peptides at concentrations between 1 and 8 g/L, and the
cell densities were measured after 96 h of culture (figure 4). Regardiess of the different
concentrations used, the stimulating effect is observed at a value higher than 1g/L, suggesting
a limiting level of the active molecules. For fraction concentrations higher than 4 g/L the total
cell density is observed to decrease with the increase of the peptide concentration. In these
cases, one or several components probably attained a growth inhibitory level. Also, these
higher concentrations may result on higher ammonia production provided by the glutamine
and the peptides metabolism. Sung et al. (2004) also observed that the supplementation with
soy, wheat and rice hydrolysates under a concentration of 5 g/L. did not increase significantly
and could even decrease the viable cell concentration. This minimum concentration
requirement contrasts with the range of active concentrations of most peptide hormones that
may perform their physiological functions when present at levels several order of magnitude

lower.

In order to better discriminate the 2 and 4 g/I. concentrations, two cultures were then
performed in spinner stirred flasks with suspension cells and the cell growth kinetics was
followed all over the cultures (figure 5). The maximum viable cell concentration reached
5.5x10° cells/mL in the reference medium, 6.2x10° cells/mL in the reference medium
supplemented with 2 g/l of rapeseed fraction 4, and 8.5x10° cells/mL with the
supplementation with peptidic fraction at 4 g/L.. Thus, the optimal effect of 4g/L concentraticn
is confirmed with these kinetics results. Moreover, the culture supplemented with 4 g/L
rapeseed fraction allowed a culture duration time more than twice longer than the reference
culture with a stower decline of the viable cell density, suggesting that the peptides reduce the
specific cell death rate. It is also important to notice that these kinetic results have been
obtained in a stirred culture system. Thus, it could be expectable that the rapeseed fraction

may be extrapolated to suspension cultures at a greater scale.
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% of reference

Ref

2 4 5 6 7 8
Goncentration of peptidic fraction, g/l

Figure 4 : Influence of the supplementation of various concentrations of rapeseed fraction 4 to reference

medium, on CHO cell density after 96 hours of culture in 96 well plates ; the variation of cell density is

compared to reference medium resuit.

Cells, 105/mL

10 —

@
I

80 120 160 200 240

Time, h

Figure 5 : Evolution with time of viable CHO cell concentration in spinner flasks cultures performed in reference

medium (O) and in reference medium supplemented with 2 g/, () or 4 g/l. (A) of the rapeseed peptidic

fraction
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Then, the selected peptide mixture presents a dose-dependent influence on maximal cell
density, with antagonist effects depending on the used concentration. To avoid some limiting
factors or inhibitory effects, an optimal concentration of 4 g/L. seems to be more advisable.
Moreover, at this concentration, it induces a decrease of the cell death rate and an increase of

“

gevity, even if

tha
uid

4. Rapeseed peptidic fraction allows complete protein removal from a very simple medium

Most of the serum-free media presently used in industrial processes or published in scientific
journals contain more or less animal derived products such as meat or miltk peptones, proteins
like insulin, transferrin or albumin. The reason is that for many cell lines, these substances are
essential for correct growth and biological production. However, the risk with adventitious
agents coming from the use of animal proteins leads to the necessity of the development of
safety animal protein-free media. This corresponds to the general trend in the development of
animal cell processes in industry (Castle and Robertson, 1999). The serum-free medium
previously used in this study still contained three animal proteins : human insulin, bovine
transferrin and bovine serum albumin (TIB). Thus, aiming to assure extreme safety of the
medium, we have performed some culture experiments in medium depleted from these three
proteins. Cells were subcultured at least eight times in their new medium before kinetics
studies were performed in shake flasks. The figure 6 compares the growth kinetics of CHO
cells in four differents medium formulation : reference medium (RPMI + trace elements +
TIB), reference medium depleted of TIB, reference medium supplemented with rapeseed

peptides and depleted or not of TIB.
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Cells, 10%/mL

Figure 6 : Evolution with time of viable CHO cell concentration cultivated in spinner flasks cultures performed
in : reference serum-free medium containing TIB proteins (O), reference medium without TIB proteins (W),
reference medium enriched with 4 g/I of rapeseed fraction 4 (<I) and reference medium enriched both with
rapeseed fraction 4 and TIB proteins (TIB) (A).
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We first noticed that in the culture performed in absence of animal proteins and without
rapeseed fraction, all the cells died after 50 hours. Obviously, 2 very simple medium
containing onty RPMI basal formulation and some trace elements such as pyruvic acid, L-
alanine, putrescine, and iron, cupper, selenium and zinc salts is not sufficient to support the
growth of our CHO-C5 cell line. But, when this medium wi
peptides, the CHO cells reached the same maximal cell density as in the reference medium
(5.2x10°cell/mL). Moreover, we noticed that the addition of rapeseed peptides was more
beneficial to reduce the cell death rate than the addition of TIB proteins. So, the culture
duration time was extended twice (160 h) with the protein-free medium in comparison with
the protein containing reference medium (80 h). Eventually, the culture performed with the
medium supplemented at the same time with TIB proteins and rapeseed peptides led to the
higher maximal cell density (9x10%cell/mL) and culture longevity (220 h). A cumulative or

synergic effect of both proteins and peptides seems to occur to allow these best performances.

Taking into account the best positive effect of rapeseed peptides than TIB proteins on the cell
longevity, without compromising the cell growth rate, this formulation could be adequate for
the routine maintenance of cells in incubator. Indeed, the cells can be maintained longer in the
used medium before fresh medium replacement. In this case, the cell propagation in this
protein-free medium needs less manipulations and reduces the contamination risks. Moreover,
the cell adaptation to serum-free and protein-free medium was found to be easier and faster in
presence of the rapeseed peptides with different industrial cell lines such as BHK, Vero or
hybridoma cells (data not shown). Also, this medium can be used directly for the cell
cryopreservation while the viability of thawed cells after 5 freezing months appeared higher at
120 hours of culture when they have been froozen in it (92%) in comparison with cells
froozen in the reference serum-free medium (72%). In comparison with commercial animal
protein free media, our medium could be also attractive by its very simple composition and
consequently its low cost. Often, suppliers offer expensive and complex animal protein free
media generally dedicated to a specific cell line. Moreover, the precise composition of these
media can not be known and sometimes companies stopped producing and marketing them
(van der Valk e7 al., 2004). Therefore, it is an important benefit to have a completely define

and simple medium.
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Conclusion

Culture media used to cultivate the animal cells must be rich in nutrients and supplemented
with key substances in order to enable their growth and production capacities. Traditionally,
these media contained high protein content, typically due to the addition of mammalian serum
which can represent a high risk of contamination. To suppress the animal sera as well as the
animal proteins, and then reach a safer media, it is then necessary to find new medium
supplements which allow the same or better cell performances when cultivated in mass

culture systems.

In the present study, we have demonstrated that a peptide mixture obtained from the
fractionation of an enzymatic hydrolysate of rapeseed proteins could represent a new
interesting source for animal cell culture. In comparison with other available plant peptones,
we pointed out the importance of a membrane fractionation process leading to several peptidic
fractions with very different growth promoting effects when added to a very simple serum-
free medium. While some fractions did not affect the cell behaviour, some others were found
to be cytotoxic. One of them composed of a balanced mixture of large and small peptides, and
not only of small peptides, appeared to significantly stimulate the cell growth rate when added
at 4 g/l in comparison with a non-supplemented reference medium. On the contrary,
whatever the plant origin, we did not observe any interesting effect of the non-fractionated

hydrolysates on our CHO cell lines.

Moreover, the selected rapeseed peptidic fraction allowed the design of a very simple animal
protein-free medium which did not compromise the cell growth and slowed down the cell
death rate in comparison with the animal protein containing reference medium. This safe, very
simple and defined medium could be successfully used for suspension cell cultivation in
stirred batch cultures, for the rapid adaptation of various cell lines to serum-free medium, for
a best cell viability recovery after freezing, and for the routine maintenance of cells inside
incubator. All these advantages pointed out the possible interest of such a peptidic rapeseed

fraction in industrial processes.

Further studies will be needed to better understand the growth promoting activity of rapeseed
peptides. Indeed, it remains not clear which peptide fraction characteristics among the peptide

composition, the peptide size or the general amino acid balance are essential to stimulate the

125




CUAPITRE IV ~ FRACTIONS PEPTIDIQUES DE CoL.ZA ET CELLULES CHO

cell growth. So, it is necessary to perform a more precise fractionation and identification of
the peptides in different fractions to accurately evaluate the peptides really implicated in these
stimutating effects. Moreover, the study of the peptide transport and metabolism in
continuous cell lines could help to better understand their mecanisms of action. Another
important validation step of such a medium concerns its capacity to offer good recombinant
protein productivities without affecting the product quality. If successful, a medium
formulation with one or several synthetic peptides based on the rapeseed active peptides

would be a final goal for the validation of a completely defined and simple animal-free

Principales contributions de la publication”

L'étude précédente a permis de mettre en évidence l'effet "promoteur" de croissance d'une
fraction peptidique issue du fractionnement par procédé membranaire d'un hydrolysat de
protéines de tourteau de colza. Ainsi, il apparaft envisageable de valoriser plus favorablement
la matiére premiére que constitue le tourteau de colza, co-produit de l'industrie huiliére utilisé
classiquement dans l'alimentation animale. A notre connaissance, ces travaux sont les seuls &
avoir envisagé l'utilisation d'hydrolysats de protéines de colza, et qui plus est, de fractions
peptidiques, comme suppléments dans des milieux de culture de cellules animales. De plus,
fes résultats obtenus ont montré l'importance du procédé de fractionnement membranaire pour
l'obtention d'une fraction ayant une composition particuliére lui conférant des propriétés
favorables (pureté en matiére peptidique élevée et gamme de taille des peptides assez lareg)
conduisant & l'augmentation de la concentration de cellules en culture. Enfin, grice 4 fa
supplémentation du milieu de culture avec la fraction sélectionnée, a suppression totale des
protéines animales a ét€ possible. Un milieu de composition extrémement simple, exempt de
toute protéine animale, permettant de réduire au maximum les risques de contamination des

milieux de culture et ceia sans comprometire la croissance ceilulaire, a ainsi été formulé.

Afin de mieux comprendre le mode d'action de cette fraction peptidique de colza en tant que
promotrice de croissance, il serait maintenant intéressant d'étudier plus particuliérement le
métabolisme des cellules en présence de cette fraction ainsi que le transport des peptides chez
les cellules animales en culture. De plus, 'effet d'une telle supplémentation sur la production

en protéines recombinantes des cellules CHO pourra étre évalué.
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II. Influence du sous-fractionnement de la fraction peptidique d'intérét
1'%¢tude des effets des différentes fractions de peptides de colza sur la croissance des cellules
CHO C5 a révélé des influences variables selon la fraction employée. Ces résultats découlent
trés probablement de leurs compositions spécifiques. en nombreux constituants. Plus
précisément, on peut penser que la distribution en masse molaire des peptides mais aussi
d'autres propriétés comme la charge électrique et la pureté des fractions peptidiques
influencent directement leur activité.

Les cultures réalisées précédemment ont permis d'isoler une fraction peptidique d'iniérét
(rétentat), permettant de stimuler la croissance et de prolonger la survie des cellules CHO CS.
Cependant, les caractéristiques déterminées sur les différentes fractions ne suffisent pas 3
identifier les éléments responsables des effets promoteurs de croissance. Aussi, afin de mieux
cerner l'origine de cet effet positif, cette fraction peptidique d'intérét a encore été sous-
fractionnée par chromatographie, soit d'exclusion de taille, soit d’échange de cations. Ces
deux sous-fractionnements indépendants ’un de I’autre devraient nous permettre de cibler de

fagon plus précise la nature des molécules conférant cet effet positif 4 la fraction.

II.1. Sous-fractionnement par chromatographie d’exclusion de taille

€D~
(D~

La fraction peptidique d'intérét, ou fraction 4, a ét¢ sous-fractionnée, par Chabanon (thése en
cours) par chromatographie d'exclusion de taille haute pression en quatre "sous-fractions”
décrites ci-dessous :

- sous-fraction G1 : molécules de taille comprise entre 0 4 500 Da ;

- sous-fraction G2 : molécules de taille comprise entre 500 4 1000 Da ;

- sous-fraction G3 : molécules de taille comprise entre 1000 4 3000 Da ;

- sous-fraction G4 : molécules de taille supérieure & 3000 Da.

Ta figwre V.2 présentc le chiromaiogiamme permettant de visualiser les différentes sous-

fractions de ia fraction peptidique, séparées sur la base de la taille de leurs molécules.
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Figure IV.2 : Chromatogramme d'exclusion de taille, présentant les différentes sous-fractions G1, G2, G3 et G4.

Exemples d'étalons utilisés : papaine (23000 Da), insuline (5750 Da), Lys-Tyr-Lys (437 Da), Len-Leu-Leu (357
Da), Ala-Met (220 Da), Pro-Ala (186 Da), L-Arg (174 Da), L-His (155 Da).

Llinfluence de ces quatre sous-fractions sur la croissance des cellules CHO C5 a ensuite été
2 8, es en plaques 96 puits, de Vu =200 pL. Afin
de se placer dans les conditions antérieurement utilisées avec la fraction d’intérét (4 g/L), les
concentrations 4 utiliser pour chaque sous-fraction, ont été définies en fonction du
pourcentage des différentes gammes de taille des peptides mesurées dans la fraction

peptidique de colza. La distribution de ces peptides et les concentrations de chaque sous-
fraction qui en sont déduites, sont données dans le tableau TV.1.

Sous-fraction

f G1 G2 G3 G4
Gamme de taille (Da) 0-500  500-1000 1000-3000 >3000
% dans la fraction de colza 57 23 10 10
Concentration dans la culture (g/L) 2.3 0,9 0,4 0,4

Tableau IV.1 : Distribution de taille des différents peptides de la fraction peptidique de colza.

Ainsi, la sous-fraction G1 qui constitue 57% de la fraction de colza, ajoutée & 4 g/L dans le

milieu, devra étre utilisée pure 4 4 x 0,57 g/L pour &tre en quantité équivalente, c'est-a-dire a

2,3 ¢/l
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Les résultats concernant la densité cellulaire maximale obtenue au bout de 140 heures de
culture sont présentés dans la figure IV.3. Le comptage des cellules totales a été effectué a

P’aide d'un appareil de comptage automatique & haut débit (Cellscreen, Innovatis).
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Figure IV.3 : Performances des différentes sous-fractions, issues de la fraction peptidique d'intérét de colza, pour
1a culture de cellules CHO CS, au cours de cuitures discontinues, en plaques muiti-puits (Vu = 200 pL). Temps
de culture = 140 heures.

Ces résultats indiquent clairement que les molécuies ayant une taille comprise entre 500 et
1000 Da sont trés probablement a {'origine de l'effet promoteur de croissance de la fraction
peptidique de colza. En effet, la supplémentation du milieu de référence par 0,9 g/L. de sous-
fraction G2 permet d'atteindre une densité cellulaire maximale quasiment identique a celle
obtenue avec 4 g/L de la fraction peptidique de colza, en augmentant la concentration des
celtules de 210% par rapport au milieu de référence. Par ailleurs, aucune des sous-fractions
utilisées n'enigendre un effet négatif sur ia croissance cellulaire. De plus, ce fractionnement
plus fin des peptides permet, non seulement, de réduire la quantité de matiére peptidique
nécessaire a une activité promotrice de croissance (de 4 4 0,9 g/L), mais surtout, de formuler

un milieu davantage défini.

11 ressort de ces nos résultats que ce ne sont pas nécessairement les plus petits peptides qui
seraient responsables de 'effet promoteur de croissance. lls confirment les hypothéses émises
par Burteau ef af. (2003) et Amiot ez al. (2004). En effet, les premiers pensent que les effets

bénéfiques attribués aux peptones sont la résultante de la présence de grands peptides
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capables de mimer des protéines animales particuliéres. Les seconds, ont, quant 4 eux, montré
que ce sont les peptides issus d'hydrolysats de protéines de lait ayant un poids moléculaire de
800 Da qui avaient un effet promoteur de croissance sur des kératinocytes. Ainsi, il apparait
que le potentiel nutritionnel des hydrolysats végétaux, constitué par les acides aminés libres et
les petits peptides (< 500 Da), n'est pas, & lui seul, responsable de l'augmentation de la densité

cellulaire maximale des cel
Le fractionnement supplémentaire de la fraction peptidique de colza, effectué par

"bioactive", mitotique. Son utilisation dans les milieux de culture permet de réaliser une
formulation de ces derniers, encore mieux définie. Elle permet, de plus, de réduire les
variations d'activités entre différents lots et de simplifier I'étape de purification des protéines

recombinantes.

11.2. Sous-fractionnement par chromatographie d’échange de cations

Toujours dans I’objectif de mieux caractériser la nature des molécules impliquées dans I’ effet
bénéfique de la fraction peptidique de colza, Raminosoa (thése en cours) a utilisé la
'chromatographie d’échange\de cations pour obtenir des "sous-fractions" différenciées par la
charge des peptides: Bl, B2, B3, B4 et B5. La figure 1V.4 présente le chromatogramme
permettant de visualiser les différentes sous-fractions séparées sur la base de la charge
électrique de leurs molécules. L'effet des ces cinq sous-fractions sur la croissance cellulaire a
ensuite été étudié de la méme fagon que précédemment. Malheureusement, aucune de ces
sous-fractions n'a permis d'augmenter la densité cellulaire maximale des cellules CHO C5 par
rapport au milieu de référence. Au contraire, l'ajout de ces sous-fractions a méme 1égérement
inhibé la croissance cellulaire car une diminution de 20% de la densité cellulaire maximale a
été observée en présence des cing sous-fractions. Ce résultat peut s'expliquer, soit par la
présence poieitielie de résidus de solvants utitisés lors de la chromatographie échangeuse

d'ions, soit, par une osmolarité trop élevée des échaniillons malgré leur dessalage préalable.
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Figure IV.4 : Chromatogramme, obtenu par chromatographie d'échange de cations, présentant les différentes
sous-fractions B1, B2, B3, B4 et BS.
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I11. Conclusion

L'objectif de cette étude était d'évaluer une nouvelle source de peptides végétaux, les

protéines de colza, en tant que suppléments de milieux de culture sans sérum, pour des

cellules CHO. Les principaux résultats de ce travail sont résumés dans la figure IV.1.

v

MILIEU DE REFERENCE \/
(avec protéines animales TIB) \

Xvmax =
Résultats similaires a ceux obtenus avec des
hydrolysats commerciaux

+ hydrolysat colza

+ fraction peptidique d'intérét

\ XV max/'/'
Survie XX -

+ sous-fraction peptidique

500-1000 Da

Intérét du fractionnement membranaire pour obtenir une fraction avec des
caractéristiques particuliéres (pureté peptidique, distribution de taille des peptides,
charge des peptides, composition en acides aminés libres et totaux, teneur en

polyphénols), lui conférant des activités promotrices de croissance et de survie

Intérét du sous-fractionnement pour formuler un milieu de culture mieux défini
permettant de diminuer de potentielles variations d’activités des fractions, tout en

conservant des capacités promotrices de croissance

b
MILIEU DE REFERENCE + fraction peptidique d'intérét _ Xvmax ¥ !
SANS PROTEINE ANIMALE —Survie 7 |
1

Formulation d'un milieu sans protéine animale "maison" trés simple (milieu de base
RPMI + quelques éléments traces + fraction peptidique de colza), réduisant de fagon
maximale les risques de contamination par des agents pathogénes et utilisable en

routine.

Figure IV.1 : Principales conclusions faisant suite 4 la supplémentation de milieux de culture sans sérum par des
peptides de colza.
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La supplémentation du milieu de culture avec différentes fractions-de colza a permis de
montrer 'importance de l'utilisation d'un procédé de séparation membranaire pour générer une
fraction ayant des caractéristiques propres, particuliéres lui permettant de promouvoir la
croissance de cellules animales en culture. Trois criteres sont alors apparus comme
particuliérement importants : 1’origine végétale des peptides, la pureté en matiére peptidique

la répartition de taille de ses peptides. En effet, notre fraction peptidique de colza qui

o

&
posséde une composition particuliere démontre des propriétés promotrices de croissance
supérieures & celles d’autres hydrolysats végétaux commerciaux, non fractionnés. Ces
résultats ont, de plus, révélé que la présence d'une majorité de trés petits peptides n'était pas
un facteur indispensable pour promouvoir la croissarce cellulaire. Enfin, un "effet dose" a pu
étre observé, indiquant la nécéssite de définir la concentration optimale de 1a fraction & utiliser
afin d'éviter toute limitation ou inhibition par la présence de quantités trop faibles ou trop

importantes de certains de ses composés.

Une fois sélectionnée, la fraction présentant les capacités promotrices de croissance les plus
intéressantes, son ajout dans un milieu de base trés simple, a permis de formuler un milieu
totalement exempt de protéine animale éliminant ainsi tout risque de contamination
potentielle des cultures. De plus, ce milieu de composition élémentaire; qui peut-étre utilisé en
"routine", permet de se libérer des contraintes inhérentes 4 l'utilisation de milieux sans sérum

et sans protéine commerciaux dont la composition est souvent confidentielle.

Enfin, grice & un fractionnement supplémentaire de la fraction peptidique d’intérét, par
chromatographie d'exclusion de taille, il a été possible de cibler plus spécifiquement la

fraction responsable de I'effet promoteur de croissance, 4 savoir des molécules ayant une taille '
comprise entre 500 et 1000 Da. L'utilisation d'une telle sous-fraction permettra d'accroitre la
définition du milieu de culture, de minimiser les potentielles variations d'aétivités entre lots
mais aussi de faciliter la purification des protéines recombinantes. Les perspectives dérivant
dun tel Tésultat consistent & poursuivre le sous-fractionnement dans le but disoler la plus
petite fraction biologiquement active possible voire un unique peptide bioactif qu’il serait
alors envisageable de synthétiser chimiquement. Ainsi, il sera sans doute plus aisé de

comprendre la nature de I'activité promotrice de croissance et de survie.

Pour des questions de disponibilité de la matiére peptidique en quantité suffisante, dans la
suite de ce travail, nous utiliserons uniquement la fraction peptidique isolée avant le sous-

fractionnement par chromatographie d'exclusion de taille.
p grap.
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CHAPITRE V : CROISSANCE ET METABOLISME DE CELLULES CHO,
EN MILIEU SANS SERUM, EN PRESENCE DE PEPTIDES
DE COLZA

Si futilisation de peptides issus de I'nydrolyse de protéines d'origine végétale est apparue
depuis ces demiéres années comme une alternative intéressante au sérum présent dans les
milieux de culture classiques, leur utilisation reste cependant freinée par le manque de
connaissances sur l'effet et le mode d'action des composants de ces hydrolysats sur les
cellules. Deux hypothéses majeures ont été formulées afin d'expliquer leurs effets sur les
cellules en culture, 4 savoir un role nutritionnel et/ou un rdle "bioactif" similaire 4 celui de
facteurs de croissance et de production. Aussi, cette partie, présentée sous forme de projet de
pﬁblication, propose une étude approfondie de la croissance, du métabolisme et de la capacité
de production d'interféron-gamma de cellules CHO dans le nouveau milieu de culture formulé
sans sérum et enrichi avec la fraction peptidique de colza dont les capacités promotrices de
croissance et de survie cellulaire ont été mises en évidence dans le chapitre précédent. De
plus, dans le but de confirmer ou d'infirmer les hypothéses émises sur le mode d'action des
peptides végétaux sur les cellules animales, la supplémentation du milieu de référence par
différents composés sera étudide afin d'observer, d'une part, l'impact de l'apport nutritionnel

de la fraction et, d'autre part, le r8le plus spécifique des polyphénols.

I Kinetics of interferon-producing CHO cells in batch process
supplemented with rapeseed peptidic fraction

B. Farges-Haddani', S.Chenu?, A. Marc', J. L. Goergen'

1. 1 abaratoire des Sciences du Génie Chimique, UPR CNRS 6811, ENSATA-INPL, 2 avenue de la Forét de
Haye, 54505 Vandoeuvre-1¢s-Nancy Cedex, France

2- Centre dTmmunologie Pierre Fabre, 5, avenue Napoléon II1, BP 497, 74164 St-Julien-en-Geneveis Cedex,
France

Introduction

Industrial production of recombinant proteins for therapeutic or diagnostic purposes emerged
as a huge market during the last decade. Chinese Hamster Ovary (CHO) cells are one of the

most frequently used cell lines for the expression of recombinant therapeutic proteins that
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require post-translational modifications to express their full biological functions (Chu and
Robinson, 2001). CHO cells used for large-scale production of recombinant proteins are
typically grown in suspension cultures using animal serum-supplemented medium. The latter
provides a broad spectrum of macromolecules, carrier proteins for lipoid substances and trace
elements, attachment and spreading factors, low molecular weight nutrients, hormones and
growth factors (Froud, 1999). However, there are several problems with the use of this serum
such as availability, cost, non desirable components, variation between batches and
complication of the purification of products. But, the main drawback is the potential
introduction of microbial contaminants, like fungi, bacteria, viruses or the BSE-agents (van
der Valk ef al., 2004). Indeed, to produce such recombinant protein therapeutics, it is crucial
to ensure biosafety which is a major issue to remove any potential source of infective agents
like bovine serum (Keen and Rapson, 1995). Although many works have been made in
developing chemically-defined serum free media (SFM), they often yielded to a decreased
cell growth and recombinant protein production (Castro e al. ; 1992, Stoll et al. 1996 ; Lee et
al., 1999). As a result, animal derived peptones and low-cost hydrolysates containing
undefined mixtures of low-molecular weight components, including amino acids, pepiides,
vitamins and trace elements, are frequently used as serum-free medium additives to provide
nutrients in cell culture (Dyring ef al., 1994 ; Jan ef al., 1994 ; Merten et al., 1994 ;, Keen and
Rapson, 1995 ; Perrin et al., 1995 ; Donaldson and Shuler, 1998 ; Nyberg et al., 1999). For
example, Primatone RL, an enzymatic digest of meat, has been used as a low-cost supplement
in serum-free media for insect cells (Schlaeger ez al., 1993) or mammalian cells (Schlaeger,
1996). Although this development is a step further in the right direction, this is not sufficient
because the potential risk of introducing adventitious agents is still present (Asher, 1999).
Thus, for the production of therapeutic proteins, non-animal derived hydrolysates, such as
vegetable hydrolysates are proposed (Franek ef al., 2000 ; Heidemann et al., 2000 ; Burteau ef
al., 2003 ; Deparis ef al., 2003 ; Ballez ef al., 2004). Indeed, plant peptones can be used as a
partial or total substitute to serum, to respond to biosafety concerns. Vegetable protein
hydrolysates may be a source of short chains peptides, with biological properties that include
immunomodulatory, antimicrobial, antithrombotic and antihypertensive effects (Clare and
Swaisgood, 2000 ; Smacchi and Gobbetti, 2000) and growth promoting activities of
mammalian cells (Franek ef al,, 2000 ; Heidemann et al., 2000 ; Burteau ef al., 2003 ; Deparis
el al., 2003 ; Ballez ef al., 2004). Several plant protein hydrolysates produced from soy,

wheat, rice, pea are now commercially available,
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Many hypotheses are made on the role of these hydrolysates on mammalian cell culture. It is
obvious that the hydrolysates have at least a partial nutritional role thanks to their content in
ree amine acids and low molecular weight peptides (Heidemann ef ol,, 2000 ; Nyberg ef al,
1999). Thus, in 1991, Minamoto et al. showed that cultured animal cells could metabolize
dipeptides such as glycyl-L-glutamine and L-alanyl-L-glutamine and so one could expect that
other peptides could be utilized as well. However, more recently, the idea that peptones
provide peptides with specific effects on growth and productivity is resurfacing (Franek et al.,
2000 ; Franek and Katinger, 2002 ; Burteau et «l., 2003). Indeed, it seems that many
hydrolysates not only act as a source of amino acids but also that some peptides could interact
with specific cell surfaces receptors implicated in growth, anti-apoptoting signalling or
protein biosynthesis and that their frequency or concentration could vary from a type of

hydrolysates to another (Jan e7 al., 1994 ; Franek ez al., 2000, 2002 ; Burteau ef al., 2003 ;
Ballez ez al., 2004).

In a recent study, we identified a specific fraction of a rapeseed protein hydrolysate inducing a
positive effect on CHO C5 cell growth in a serum-free medium (Farges-Haddani et af,, 2005).
Indeed, the well-balanced amino acid composition of rapeseed protein compared to other
oilseed crops like soybean makes them an interesting source for animal cell culture (Godon,
1996).

Thus, the purpose of this work has been to provide a b g
promoting rapeseed fraction on the growth, production and metabolism of animal cells
cultivated in serum-free media.

Also, as a first step, we have realized kinetic and metabolic studies of cultures performed in
media with and without rapeseed fraction, then, in a second step we have supplemented our
reference medium with a mixture of free amino acids corresponding to the total amino acids

constituting the rapeseed fraction in the goal to study the nutritional impact of this fraction,
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Material and Methods

Cell line

CHO C5 cell line is a resultant clone of a transfection of the ¢cDNA coding for the rat
alpha2,6-sialyltransferase into the IFN producing CHO 320 cell line by using an in vitro
amplification expression method (Monaco ef al., 1994). This clone has been adapted to grow
in suspension in serum-containing medium and subsequently in serum-free medium (Monaco

et al., 1996).

Culture media

Cultures were performed with a medium based on RPMI 1640 (Sigma) enriched in glutamine,
glucose and trace elements, such as pyruvic acid, L-alanine, putrescine, and inorganic ions
(Lamotte ef al., 1997). Various components were then added, depending the culture
conditions : TIB mixture (5 mg/L transferrin (Sigma), Smg/L Insulin (Sigma), 5g/L. bovine
serum albumin (Euromedex)), rapeseed peptidic fraction (4 g/L), amino acid mixture or
sinapic acid (Sigma). Medium supplemented with TIB mixture will be called reference
medium. The rapeseed peptidic fraction correspond to the fraction 4 described by Farges-
Haddani et al. (2005)

To the study the effect of rapeseed fraction, the mixture of free amino acids (Sigma),
presented in table 1, was added to the reference medium. This mixture was equivalent to the
total amino acids that would be obtained after the acidic hydrolysis of the rapeseed peptidic
fraction including free and peptidic amino acids.

In a last experiment, media were supplemented with 25 mg/L of sinapic acid (Sigma). This
concentration corresponds to the quantity of polyphenol which was present in the rapeseed

peptidic fraction.
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/;n::g Ala Arg Asp Asn Cys Glu Gln Gly Iis Ile Leu Lys Met Phe Pro Ser Thr Tyr Val

mM 12 21 24 11 0 44 05 24 07 11 19 09 05 08 12 17 18 08 19

Table 1 : Mixture of free amino acids used to supply the reference medium.
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Cell culture

Cultures were initiated in T-flasks and scaled-up to 500 mL (100 mL working volume)
polycarbonate Erlenmeyer flasks (Corning) then to 2 L bioreactor (Cytoflow-SGI, 1600 mL
working volume). Shake-flask cultures were carried out on an orbitable agitation table (3 cm
orbital diameter, 75 rpm) in a 37°C incubator. Head-spaces of flasks were purged with 5%
CO; in air in order to maintain the pH around 7.2-7.4. Cells propagated in shake-flasks were
harvested in mid-exponential growth phase to seed the bioreactor at 2.10° cells/mL. In the
bioreactor, the dissolved oxygen tension in the medium was controlied at 50% air saturation
by air or oxygen sparging, the pH was maintained at 7.2 by CO, and NaOH (0.2N) additions,

the temperature was 37°C and the stirring speed was fixed at 50 rpm.

Cell counting and metabolites assays

Twice a day, aliquots were collected from the bioreactor. Samples were centrifuged and
supernatants stored at —20°C for glucose, lactate, glutamine, ammonium ions and IFN
measurements. Cell density was estimated using a hemacytometer, and viability was
measured by the Trypan Blue exclusion method. Glucose, lactate and LDH were
enzymatically determined using commercial assay kits (Sigma). Glutamine was converted
into glutamate with asparaginase (Roche) and glutamate was measured thanks to an
enzymatic method (Roche). Ammonium ions were analysed by means of a selective electrode
(Orion). IFN~y concentrations were measured using a sandwich ELISA procedure thanks to

the DuoSet ELISA Development kit (DY285, R&D systems).

Kinetic data analysis

All kinetic data were performed by curve fitting technique. An apropriate polynomial function

he measured

ot

(as low degree as possible) was fitted by the least squares method to
concentration data. Tlie dwivailve with respect to time was then calculated for the polynom.
The specific consumption or production rates could then be calculated by dividing the
derivative by the viable cell concentration at selected time points.

The specific growth rate was calculated using the following equation :

1 dXy

=)

#0300
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The specific glucose and glutamine consumption rates were calculated according to :

IV
a5 =)D

The specific lactate and ammonia rates were calculated according to :

oy
dt

ap = (.
L

2
Xv

Analysis of rapeseed peptidic fraction

The Kjeldhal method was employed for the total nitrogen content calculation with a
conversion factor of 6.25 for peptide mass determination. The phenolic compounds were
directly measured in peptide solutions without any treatment and were expressed from a
calibration curve made with sinapic acid (224 g/mol). Size-exclusion chromatography
analyses were carried out with a Superdex Peptide HR 10/30 column (Amersham Biosciences,

Uppsala, Sweden) and a solvent mixture of ACN/H,O/TFA (40/60/0.1 - v/v/v). Wavelengths
of detection were 214 nm for peptide determination and 310 nm for phenolic compounds
determination. The molar mass distribution was determined using a calibration with papain
(23000 g/mol), insulin (5750 g/mol), Lys-Tyr-Lys (437 g/mol), Leu-Leu-Leu (357 g/mol),
Ala-Met (220 g/mol), Pro-Ala (186 g/mol), L-Arg (174 g/mol) and L-His (155 g/mol) as
molar mass standards. All standards were purchased from Sigma. After derivatization
according to Godel ez al. (1992), the amino acids were analyzed by high-performance liquid
chromatography  (HP 1090 Liquid Chromatograph system, column Hypersil 5u CI8
(Interchim, France)) using solvent A (20 mM sodium acetate containing 0.024 %
triethylamine and 0.5 % tétrahydrofurane, pH 7.2) and solvent B (acetonitrile/methanol/100
mM sodium acetate (40/40/20— v/v/v), pH 7.2). The amino acid concentrations were

calculated from a calibration curve made with an amino acids kit (Sigma).
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Results and discussion
1. Composition of rapeseed pepiidic fraciion

In our laboratory, we have developed the fractionation of rapeseed protein hydrolysates
obtained from defatted cattle-cakes. Even though its protein content is rather iow (30-45%),
the amino acid composition is well balanced and thus, the preparation of rapeseed protein
hydrolysates and their fractionation by membrane processes present certain advantages with
respect to functional and nutritional properties (Vioque ez al., 2000). In a previous study, we
have demonstrated that one of these fractions had a growth promoting effect on CHO cells in
a serum-free medium (Farges-Haddani et a/., 2005). From now on, this fraction will be called

"rapeseed peptidic fraction" (table 3 and table 4).

The total nitrogen content of the rapeseed peptidic fraction was of 90%, including 80% of
peptides with a size lower than 1000 Da 7.e. composed of less than 10 amino acids. None of
them displayed a size higher than 5000 Da. Rapeseed peptidic fraction contains 9 g/kg of
phenolic compounds (table 2). The amino acids composition of this fraction was found to be
rather balanced with a stringly high proportion of Glx i.e. glutamic acid and glutamine (table
3). This characteristic makes it especially interesting to be tested in animal cell culture (Stoll

2t ol
7 il

1004
€ b 4v]

s 17

, Ducommun ef /., 2001). The free amino acids content was only 3% of total

nitrogen matter.

2. Kinetics of serum free cultures supplemented or not with rapeseed peptidic fraction

To determine the effect of the rapeseed peptidic fraction addition to a serum-free medium on
cell growth and y-IFN production, CHO cells were cultivated in a bioreactor containing 1.2 L
of a reference medium (RPMI 1640 + TIB + ET + Q + glucose), supplemented with 4 g/L. of
rapeseed peptidic fraction, Nutrient congumption and mistabolite produciion of CTHO C5 ceils
cultured in two serum-free media were measured over the processes and the consumption and

production rates as well as the yields were calculated (figure 1).
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Total nitrogen Molecular weight in Da Phenolic
content (% w/w of total nitrogen content) compounds
% wiw of total o i % wiw of total
e matter) >5000 50001000 1000500 500110 Lioeemine e attor)
Rapeseed 90 0 20 23 54 3 0,9

fraction

Table 2 : Composition and molecular weight distribution of peptides of rapeseed fraction.

Amino Acids Ala Arg Asx Cys Glx Gly IHis Ile Len Lys Met Phe Pro Ser Thr Tyr Val
% molar 4 7 12 0 17 9 3 4 7 4 1 3 5 7 7 3 7

Total acid amino acids 29
Total basic amino acids 14

Table 3 : Amino acids composition of the rapeseed fraction after complete acidic hydrolysis of peptides.
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CHO C5 cells have an exponential growth phase that last up to 50 hours of culture in the
reference medium whereas 90 hours of exponential growth can be measured in  the
supplemented medium. As a consequence, the supplementation of rapeseed peptidic fraction
to serum-free medium increased the maximum viable cell concentration : in the culture with
the reference medium, a maximal viable cell density of 5x10° cells/mL was reached at 55
hours whereas supplementation enabled a maximal viable cell density of 12x10° cells/mL at
90 to 144 hours. When the rapeseed fraction was added, the viability decreased latter, the
culture longevity was extended twice although the maximal specific growth rate did not
significantly increase (Mmsx = 0.02 h'"). However, the supplementation of rapeseed peptidic
fraction to serum-free medium allowed to extend the period with a stable maximal specific
growth rate to 80 hours (figure 1). After 80 hours of culture, a plateau phase was observed for
70 hours indicating that the rapeseed peptidic fraction is able to keep the cells alive for 150
hours. These observations showed that the rapeseed peptidic fraction had a main positive
effect on the cell growth promotion and suggest the presence of some anti-apoptotic factors in
the rapeseed peptidic fraction. These results confort the hypothesis that some plant peptones
contain bioactive peptides that could mimic growth factors or/and display some antiapoptotic
effects on cultured CHO cells and hybridoma (Burteau ef al., 2003 ; Franek ef al., 2003
Franek, 2004).

The energy necessary to the growth and the cell survival is provided by several metabolic
pathways including the glycolysis, the Krebs cycle and the respiratory chain. Glutamine is the
most consumed amino acid because of its easy entry into the Krebs cycle (Zielke ef al., 1984)
and of its role in the biosynthesis of amino acids, purine and pyrimidine bases. The evolution
with time of the concentration of glucose, lactate, glutamine and ammonia have been followed
during CHO C5 batch processes in serum-free medium, in presence or absence of rapeseed
peptidic fraction (figure 1). Regardless of the culture medium, glucose utilization was
accompanied by a corresponding acoumulation of lactate and glutamine consumption by
ammonia production. ‘

In the reference medium, when the maximal viable cell density was achieved, glucose and
glutamine were not completely depleted, indicating that these nutrients are not limiting.
Therefore, we can suppose that there is a lack of another key nutrient (amino acid,
vitamins...) or the accumulation of a toxic product (i.e. lactate, ammonia) which is

responsible for the death of the cells (Sanfeliu ez al., 1996).
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The specific rate of glucose consumption was higher at the beginning of the culture (0.08
umol/ 10° cells.h) and then, decreased to negligible values after 80 hours of culture. Glutamine
concentration was initially at 3.5 mM and remained at ! mM at the end of culture. The
specific rate of glutamine consumption was also higher at the beginning of the culture (0.014
umol/10° cells.h). Lactate concentration reached a peak (15.5 mM) at 60 hours, then
plateaued. The consumption of glutamine and other amino acids from the culture medium
yielded to an accumulation of ammonia of 3.1 mM. This accumulation stopped
simuftaneously to the cell density. These concentrations (lactate and ammonia) were too low
to explain the cell growth arrest (Schlaeger and Schumpp, 1989 ; Ozturk ef al., 1992 ;
Martinelle and Haggstrom, 1993 ; Newland ef al., 1994).

Cells started their exponential growth phase with very high specific glucose and glutamine
utilization rates as well as very high lactate and ammonia ions formation rates. Then, these
specific utilization and formation rates decreased as glucose and glutamine concentrations
declined as previously reported (Fitzpatrick ef al., 1993 ; Ogata et al., 1993 ; Ljunggren and
Higgstrom, 1994 ; Neermann and Wagner, 1996).

Regarding the culture supplemented with rapeseed peptidic fraction, as the exhaustion of
glucose and glutamine coincided with the beginning of the decline phase, it is reasonable to
assume that one or both of these nutrients reached a limiting concentration at that time.

Whereas the specific consumption and production rates Que, Qgim, Gue and qumes were
significantly reduced when rapeseed peptidic fraction was utilised, the specific production
rate quen is increased strongly (two times higher). The specific glucose consumption rate
remained constant during the exponential phase at 0.02 pmol/10° cells.h. That was two to five
times lower than the rate obtained for the non-supplemented medium. Glutamine was
completely consumed after 144 hours in the serum-free medium supplemented with rapeseed
peptidic fraction. The maximal specific glutamine consumption rate calculated for these

: 5
tions, around 0.007 umol/10° cells.h

aa dvoae firea Tness i dle o {
Nt 11

as two times lower than ate obtained

b

with the non supplemented medium. However, similar values were registrated after 20 hours
of culture. The lactate concentration reached a peak of 28 mM after 152 hours ; then
plateaued. The consumption of glutamine and other amino acids brought about an
accumulation of ammonium ions (4.7 mM). As for the non supplemented culture, this
accumulation was stopped with the glutamine depletion. In accordance with Burteau er al.
(2004), the growth phase stop could result from the accumulation of lactate or ammonia (or

both), with toxic levels at concentrations around 30 mM (lactate) and 5 mM (ammonia).
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However, Schlaeger and Schumpp (1989) have shown that 90-110 mM of lactate and 8-10
mM of ammonia were necessary to inhibit of 50% the CHO cell growth. Moreover, Lao and
Toth (1997), have revealed that a concentration of 30 mM of lactate have no effect on the
specific growth rate of CHO cells and Geaugey ¢f o/, (1989) that 50 mM of lactate was not

toxic for hybridoma.

Our results ‘have shown that the rapeseed peptidic fraction is able to change the cell
metabolism, However, in the literature, different phenomena have beén related. Indeed,
Heidemann et af,, (2000) found that all peptone enriched cultures showed benefits compared
to the standard medium but however; the  cell speciﬂc rates (Qge, Jgins Qiae) during the
exponential growth showed no significant differences. Moreover, Deparis ef al. (2003) have
noticed that no difference in carbohydrate and lactate metabolism of Sf9 cells could be
detected between cultures in serum-free medium supplemented with or without rapeseed
protein hydrolysate. In the contrary and in accordance with our results, Bonarius e ¢/ (1996)
have shown that peptones significantly change the profile of nutrient consumption for an
identical cell line:

Nevertheless, we noticed that the lactate/glucose ratio was maintained whatever the medium
used : the specific rates of glucose consumption and lactate production were reduced in the
supplemented medium, indicating a reduction of the whole cellular metabolism (Bollati
Fogolin etal., 2004).

Generally, in transformed cell lines, glucose and glutamine transport into cells as well as the
glycolysis and the glutaminolysis pathways. occur at high rates. As a consequence, cells in
culture show a poor exploitation of these nutrients, mainly due to the high glucose and
glutamine concentrations used in batch cultures which differ greatly from the physiological
ones that were found in tissues. Sanfeliu e al. (1997) have shown that when glucose and
glutamine are added in large amounts. to the culture, cells would rapidly consume them
without any apparent benefit, since they are not strictly used for growth, but to produce high
levels of lactate, ammonium and some amino acids as waste products. Therefore, the presence
of rapeseed peptidic fraction in the culture medium reduces the carbohydrates metabolism.
Glucose and glutamine consumption are reduced, and hence production of lactate and
ammonia. Nevertheless; cell growth is favoured in rapeseed supplemented medium, probably
as a consequence of the presence of pro-mitotic agents and/or the supply of biomass

precursors present in the rapeseed peptidic fraction.
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For both cultures, IFN accumulated only during the growth phase, reaching concentrations of
respectively 700 pg/L and 3500 pg/L for the reference and rapeseed supplemented cultures.
The maximum specific IFN production rates (qiry), were of approximately of 5 ng/10%cell.h
and 8 ng/ 10%cell.h for respectively the reference and the supplemented culture. The
production of recombinant protein is much higher in the rapeseed peptidic fraction
supplemented culture than in the reference culture. This high quantity of protein production
can be explained according to different phenomena. Indeed, it results in the same time from
an higher maximal cell density, an extended period with maximal specific growth rate and to
an higher specific productivity in the rapeseed supplemented culture. Therefore, the quantity
of interferon produced is dramatically increased by supplementation of rapeseed peptidic
fraction.

This high production of recombinant protein could be explained thanks to different
hypotheses. In 1996, Schlaeger, has shown that the complex nutrient mixture Primatone RL
increased the volumetric product titers of secreted recombinant proteins by hybridoma. Then,
Franek ef al. (2000) and Franek and Katinger (2002) have reported that peptide hydrolysates
exerted production-enhancing effects. Finally, Sung er al. (2004), have shown that the
enhancement of specific production rate of hTPO in yeastolate hydrolysate supplemented
medium is due in the same time to the increased transcription level of the protein in this
serum-free medium and also to the peptides of this hydrolysate. Moreover, according to our
results, we can think that rapeseed peptidic fraction brought amino acids and small peptides to
the cells. Thus, cells economised the energy necessary to synthesize them and were more
available to produce recombinant protein.

Nevertheless, detailed molecular mechanisms concerning the specific effect of peptides in

vegetable hydrolysates remain to be efucidated.
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Figure 1 A = Evolution with time of viable (O, A) and trypan blue dead celis (o, w) (a), glucose (b),

lactate (c), glutamine (d), ammonia (e) and ‘y-interferon (f) in CHO CS bioreactor batch cultures with (closed
symbols) or without (open symbols) 4 /L, of the rapeseed peptidic fraction.

B : Evolution with time of the specific rates of cell growth (a), glucose consumption (b)
glutamine consumption (d), lactate production (c), ammonia production (¢) and interferon-y production (f) in 2L
bioreactor batch culture with ¢=s#=+) or without (: ) 4 g/L of rapeseed peptidic fraction.
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TFigure 2 : Cell viability during bioreactor batch culture in reference medium ( =) and reference medium
supplemented with 4 g/L of rapeseed peptidic fraction (re==s==),
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Figure 3 : Cell growth during spinner batch cultures with different media : serum-free reference medium (o),
serum-free medium supplemented with 4 g/L of rapeseed peptidic fraction (A) and serum-free medium

supplemented with a mixture of free amino acids corresponding to the total amino acids constituting the rapeseed
peptidic fraction (@).
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3. Effect of free amino acids supplementation on CHO cell growth

Several papers suggest that peptones have a nutritional effect, therefore promoting cell growth
when added to the medium of animal cells (Jan ef al., 1994 ; Schlaeger, 1996 ; Nyberg ez al,
1999 ; Heidemann ef al, 2000). In order to give clus regarding the effect of the studied
rapeseed fraction, the reference serum-free medium was supplemented with a mixture of free
amino acids equivalent to the total amino acids that would be:obtained after the acidic
hydrolysis of the rapeseed peptidic fraction including free and peptidic amino acids.

As.can be seen in figure 3; the replacement of rapeseed peptides by free amino acids did not
improve the maximal cell density and did not increase the iy production rate. However, the
addition of free amino acids strongly extended the maximal cell density duration and the time
of culture by comparison with the reference medium. This experiment demonstrated that the
effect of the rapeseed peptidic fraction on CHO cells is not equivalent to the effect of the
supplementation of the medium with free amino acids constituting the rapeseed peptidic
fraction. Therefore, peptides seem to hit specific targets in the cells. However, the duration
time of the culture supplemented with free amino acids was longer than the reference culture
but shorter than the culture performed with rapeseed peptidic fraction. Thus, we can suggest
that the rapeseed peptidic fraction has many various effects on the CHO cells. Free amino
acids and peptides with low molecular weight (di- and tripeptides) have a promoting effect on
the visbility of cells /e a nutritional effect, whereas larger peptides might mimic growth
promoting or survival factors with an increase in the maximal cell density (Heidemann ef al.,
2000 ; Burteau e/ ., 2004) and in agreement with recent evidence of oligopeptides effects on
cultured animal cells (Franek and Katinger, 2002 ; Franek ez al., 2003). Another hypothesis to
explain these effects is that some peptides could interact with specific cell surface receptors

implicated in growth, anti-apoptotic signalling or protein biosynthesis (Ballez ef ¢l., 2004).

The uptake of peptories is linked to specialized transport systems, which are different from

amino acid transporters (Gananathy of of | 1084 ; Takuwa o7 ¢!, 1985 ; Danic! e al, 1991).

Inside the cells, the peptones are first clipped by proteases and the resulting free amino acids
can then be used as nutrients via the Krebs cycle or as precursors for other amino acids,
nucleic acids or incorporated into proteins (figure 4). It was found that the active transport of
peptides in kidney is energized by an H' gradient rather than a Na* gradient commonly seen
in amino acid and glucose transport system (Ganapathy and Leibach, 1983). Then, Bonarius

et al. (1996) noticed that the medium supplementation with Primatone RL was more efficient
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to support hybridoma cell growth than the free amino acids addition. While this observation
could be linked to an amino acid balance in Primatone RL more adapted to this specific cell
line, the authors also hypothized that peptide transport intc the cell is less energy consuming
than the transport of free amino acids. The same results were obtained with CHO cells, by
Nyberg et al. (1999) and with HEK293 cells, by Pham et al. (2003). In addition, Deparis ¢t
al., 2003, have shown that the very low level of free amino acids contained in the rapeseed
hydrolysates was probably not responsible for the increase in maximal cell density of insect
cells.

According to Franek er al. (2000), the nutritive supply from small peptides and free amino
acids is clear but they also considered a possible effect of larger and more specific peptides,
i.e. bioactive peptides. Burteau ef al. (2003) showed that no such positive effect was observed
with the replacement of wheat hydrolysate by a mixture of various nutrients (corresponding
amino acids), suggesting that the effect of the peptone is probably not only nutritional but also

could function as growth, survival and anti-apoptotic factor for CHO cells..
4. Effect of the culture medium supplementation with sinapic acid

Another hypothesis to explain the effects of the peptones on cultured cells is the presence of
molecules that are not of peptidic nature, like vitamins, essential fatty-acids or even
biologically active molecules such as polyphenols. Indeed, for example, vitamins do not
furnish energy, but they are essential for the energy transformation and regulation of
metabolism (Sanfeliu ez al., 1996). More particulary, plant polyphenols, are a large group of
natural antioxidants which are serious candidates in the explanation of the protective effects
of vegetable against cancer and cardiovascular diseases (Arts and Hollman, 2005) and which
are known to protect mammalian cells from hydrogen peroxide (Nakayama et al., 1992).
Thus, in order to identify a potential effect of polyphenols present in the rapeseed peptidic
fraction, as free polyphenols or linked to the peptides, on CHO cell cultures, a reference
culture was supplemented with sinapic acid. Indeed, this acid is the phenolic acid which is
mainly present in the rapeseed (Naczk et al, 1992). Those assays were performed, in
tripticate, with CHO cells cultivated in 96 well plates containing 200 uL of reference medium,
200 uL of reference medium + 25 mg/L of sinapic acid, 200 uL of reference medium + 4 g/L
of rapeseed peptidic fraction, 200 pL of reference medium + 25 mg/L of sinapic acid + 4 g/L

of rapeseed peptidic fraction.
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Figure 4 : Some aspects of the metabolism of free amino acids and peptides in animal cell.
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Figure 5 : Kinetics of CHO cell growth, in 96 well plates containing 200 pL of different media : reference
medium (), retrence medium supplemented with 25 mg/L of sinapic acid (), reference medium supplemented
with 4 g/l of rapeseed peptidic fraction (A) and reference medinm supplemented with 25 mg/L of sinapic acid
and 4 g/L of rapeseed peptidic fraction (X).
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As can be seen in figure 5, the reference cuture had an identical growth than the reference
culture supplemented with sinapic acid. Moreover, the culture supplemented with both
rapeseed peptidic fraction and polyphenols and the culture supplemented only with the
rapeseed peptidic fraction displayed similar growth profiles. Thus, the promoting effect of the
rapeseed peptidic fraction on the maximal cell density is not due to the polyphenols.

However, thoug

the polyphenols seem not to be not responsible for the growth promoting

effects, an effect allowing to reduce the specific cell death rate or/and an anti-apototic effect

cannot be excluded.
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Conclusion

It appears that rapeseed peptidic fraction supplementation improves the performances of an
TFN-producing CHO cell line, adapted to suspension conditions and serum-free medium.
Significant increases in maximal cell densities, in culture longevity and IFN production have
been obtained when rapeseed peptidic fraction was added at a concentration of 4 g/L. This
peptidic fraction, characterized by a particular range of molecular weight (0-5000 Da)
displayed a growth and production promoting effect. It could be the result of the combination
of on the one hand, an improvement of the nutritional performance by small oligopeptides and
on the other hand the presence of large oligopeptides that could display some growth factor-
like or antiapoptotic activities. Thus, the presence of peptides with high and low molecular
weight seems to be an essential characteristic to improve culture performances. Moreover,
polyphenols existing in the rapeseed peptidic fraction do not seem to have any effect on cell
growth. However, we cannot exclude a potential anti-apoptotic activity of these components.
Resides, our results pointed out a different metabolic behaviour of CHO C5 cells cultivated in
a reference serum-free medium compared to a serum-free medium supplemented with 4 g/t of
rapeseed’s peptides. The rapeseed supplementation permitted to reduce the whole metabolism
of carbohydrates : a decrease in the consumption rates of glucose and glutamine was
registrated as well as a conversion of glucose into lactate.

These results indicate that rapeseed peptidic fraction could be a potent and widely effective
supplement for mammalian cell culture as well as for insect cell culture (Depaﬁ's et al., 2003).
Further studies will be necessary to give clus regarding the potential anti-apoptotic activities
of this fraction. A last, additional separation and identification of peptides from this rapeseed
fraction will be performed to precisely identify peptides involved in growth and culture

longevity extension.
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Principales contributions de la publication

L'étude précédente indique que l'utilisation de la fraction peptidique de colza en tant que
supplément d'un milieu de culture sans sérum conduit, non seulement, a l'augmentation de la
accroissement de la suivie cellulaire mais également, a
1'élévation importante des capacités de production de la protéine thérapeutique. En effet, 4 la
fois, la quantité finale d'interférons produits et la vitesse spécifique de production sont accrues
; la premiére étant multipliée par 5 et la seconde par 1,5. De plus, en présence de la fraction
peptidique, une réduction globale du métabolisme central des cellules a été observée. Aussi, il
semble que la fraction peptidique de colza apporte directement aux cellules différents
nutriments, leur permettant d'économiser de l'énergie qui leur est habituellement nécessaire
pour les synthétiser et engendrant ainsi une diminution de leurs besoins énergétiques et
carbonnés. Par la suite, un enrichissement par un mélange d'acides aminés équivalents aux
peptides, a permis de montrer que le role joué par la fraction peptidique sur la croissance et le
décés cellulaire n'est pas uniquement la conséquence d'un apport en acides aminés, mais
également celle de la présence de peptides intégres ayant des activités de facteurs de
croissance et/ou de survie. Enfin, la supplémentation du milieu par de l'acide sinapique a
indiqué que les polyphénols n'étaient pas responsables, a eux seuls, de I'effet promoteur de
croissance de la fraction peptidique. En résumé, il est important de retenir que la
supplémentation du milieu de culture par la fraction peptidique de colza sélectionnée permet,
4 la fois, de promouvoir la croissance et la production des cellules CHO mais également de

favoriser leur survie.

Suite a cette étude, if semble maintenant indispensable de vérifier la qualité des protéines
produites et en particulier I'impact de la supplémentation du milieu de culture par la fraction
peptidique de colza sur la glycosylation de l'interféron-gamma. 11 serait également intéressant
de mesurer et de comparer I'apoptose des cellules en culture, en présence et en absence de
cette fraction peptidique et cela dans le but de caractériser une éventuelle activité anti-

apoptotique de ces peptides.
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IL. Cinétique de cultures de cellules CHO supplémentées par un mélange
d'acides aminés "sélectionnés" ~

Une des hypothéses formulée par: plusieurs auteurs (Jan ez al., 1994 ; Schlaeger, 1996 ;
Heidemann ez al., 2000) pour expliquer les effets promoteurs de croissance de peptones serait
que ces derniéres agissent un\iquement‘en tant que suppléments nutritionnels et donc en tant
‘que substituts des acides aminés dans les formulations de milieux de culture. Afin de tester
cette hypothése dans le cas de la fraction peptidique de colza, la croissance et le métabolisme
des cellules CHO C5 ont été comparées avec trois milieux de culture différents : le milieu de -
référence, le milieu d'intérét et le milieu de référence supplémenté par u‘n mélange d'acides
aminés libres "sélectionnés". Ce mélange correspond aux acides aminés libres aprés hydrolyse

totale des peptides contenus dans la fraction peptidique.

L'étude cinétique et physiologique a été réalisée sur la croissance cellulaire, la consommation
en glucose et glutamine, la production en lactate et ions ammonium et la production en TFN-y.
Les cultures discontinues ont été réalisées en flacons agités (spinners) de volume utile de 160
mL. Ces derniers ont été ensemencés avec 2.10° cellules/mL. Les résultats obtenus sont

présentés dans la figure V.1.

IL.1. Effet d'un ajout d'acides aminés libres "sélectionnés" sur la croissance et le
métabolisme de cellules CHO productrices d'interféron-y

L'étude de la croissance des cellules nous a montrés, au cours de la partie I de ce chapitre, que
la supplémentation du milieu de référence par le mélange d'acides aminés ne permet pas
d'augritenter la densité cellulaire maximale par rapport au milieu de référence car dans les
deux cas, elle atteint 5,5.10° cellules/mL. De-méme, la durée de la phase exponentielle de
croissance des cellules est similaire. Cependant, grice a l'ajout des acides aminés libres, une
phase de plateau apparait, permettant a la densité éellulaire maximale de se maintenir sur plus .
de 80 heures, attestant ainsi du maintien d'une croissance cellulaire. Sans ajout d'acides
aminés, la concentration des cellules viables décroit trés rapidement, sans phase de
stabilisation. Les vitesses spécifiques apparentes maximales de croissance, sont sensiblement
similaires dans les trois milieux et leur évolution semblable dans les deux milieux ne
contenant pas la fraction peptidique de colza. Ces premiéres observations suggérent que l'effet
promoteur de croissance de la fraction peptidique de colza n'est pas dii & une simple

contribution nutritionnelle par I'apport d'acides aminés. En effet, la supplémentation en acides
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aminés libres ne suffit pas & retrouver les performances de croissance obtenues lors de 1'ajout
]

de la fraction peptidique 'dar}s le milieu.

Le glucose, présent 4 uné concentration initiale de 22 mM dans les trois milieux diminue
parallélement 4 l'augmentation de la croissance cellulaire. Il est entiérement consommé au
cours des cultures supplémentées en acides aminés (au bout de 160 heures) ou en fraction -
peptidique (au bout de 210 heures). Cependant, sa concentration devenant nulle qu'litie fois le

déclin cellulaire déja largement amorcé, il ne semble pas étre responsable de la mort

cellulaire. Le rendement stcechiométrique Yeewge, décrivant la capacité & former une quantité
de cellules par mole de glucose consommée, est plus important dans le cas des lignées

cultivées dans le milieu supplémenté par la fraction peptidique,:O,S.lO” cellules/mole, que

dans celui supplémenté par les acides aminés libres, 0,3.10" cellules/mole. Ces valeurs

inﬁiquent que les cellules utilisent plus efficacement le glucose pour la production de cellules

lorsque le milieu est enrichi en peptides plutdt qu'en acides aminés.

La vitesse spécifique de consommation de ce substrat est abaissée lors de 1'ajout d'acides

aminés libres par rapport au milieu de référence, mais dans une moindre mesure que lors de la

supplémentation par la fraction peptidique. La présence directe d'acides aminés permet donc

aux cellules d'économiser une partie de I'énergie qui leur est habituellement nécessaire pour.

les synthétiéer, réduisant ainsi leurs besoins carbonés et énergétiques. La présence de peptides

quant & elle, augmente davantage-cette économie d’énergie.

La concentration maximale de lactate est plus importante lors de la culture dans le milieu .
supplémenté par des acides aminés. Cette quantité importante de lactate est couplée & une
vitesse spécifique de production qui reste élevée durant une période de prés de 90 heures de
culture. Cependant, il est difficile de conclure quant & l'influence de cette concentration (34
mM) sur l'arrét de la croissance cellulaire. En effet, Schlaeger et Schumpp (1989) ont montré
qu'une concentration de plus de 100 mM de lactate était nécessaire pour inhiber la croissance
cellulaire de 50% et Lao et Toth, en 1997, que I'ajout de 30 mM de lactate n'avait pas d'effet
sur la vitesse spécifique de croissance de cellules CHO. De méme, Geaugey ef al. (1989) et
Goergen (1992), ont respectivement montré qu’une concentration de 50 mM et de 55 mM de
lactate n’était pas toxique pour une lignée cellulaire d’hybridomes, pourtant plus sensibles &
ce type de variations que les cellules CHO. Cependant, Burteau ef al. (2004) pensent que
l'arrét de la croissance des cellules CHO est.la résultante d'une concentration d'environ 30

mM de lactate.
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De la méme fagon que pour le glucose, la.concentration en glutamine décroit 4 mesure que la
croissance celiulaire augmente. Elle atteint une valeur de 0 dans les deux cultures
supplémentées mais ne semble pas non plus étre responsable de la phase de déclin cellulaire,

De méme, le rendement stoechiométrique Yeeiygm, décrivant la capacité & former une quantité
de ceiiuiés par mole de glutamine consommée, est plus important dans le milieu d'intérét
(1,8.10"" cellulés/mole) que dans le milieu supplémenté par les acides aminés libres et dans le
milieu de référence (1,3.10'" cellules/mole). Ainsi, seul l'apport particulier de la fraction
peptidique permet aux cellules d'utiliser plus efficacement ia glutamine et d'économiser un

peu d'énergie.

La production des ions ammonium ainsi que leur vitesse spécifique de production moyenne
dans le milieu supplémenté en acides aminés libres sont relativement similaires & celles
obtenues avec le milieu de référence ; la concentration finale étant 1égérement supérieure, du
fait d'une quantité de cellules plus importante, dans le milieu supplémenté par les acides

aminés. Pour la culture en milien d’intérét, ces deux valeurs sont légérement supérieures.
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Figure V.1 : A : Croissance (a) et métabolisme des cellules CHO CS5, en flacons agités- glucose (b), lactate

(¢), glutamine (d), ions ammonium (e) - en milien de référence (o), en milieu de référence supplémenté avec un
mélange d'acides aminés libres (+) et en milieu d'intérét (A)

B : Evolution des vitesses spécifiques des cellutes CHO C5 en milieu de référence (—), en
milieu référence supplémenté avec un mélange d'acides aminés libres ( =+~ ) et en milieu d'intérét ( ") -
vitesses spécifiques de croissance (a), de consommation de glucose (b) et de glutamine (d), de production de
lactate (c), et d'ions ammonium (e).
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Comme nous l'avions précisé dans la partie bibliographique, deux hypothéses majeures ont
été formuides dans le but d'expliquer l'effet promoteur de croissance des peptones sur la
culture de cellules animales : un effet nutritionnel (Jan et al, 1994 ; Schlaeger, 1996 ;
Heidemann ef al., 2000) ou un-effet bicactif (Rasmussen ef al., 1998 ; Franek et Katinger,
2002 ; Burteau ef al., 2003 ; Deparis ef al., 2003 ; Franek et al. 2003) Nos résultats semblent
‘indiquer que notre fraction d'intérét de colza présente une activité "mltothue" facteur de
croissance qui lui est propre. En effet, le mélange d'acides aminés sélectionné pour fournir un
apport nutritionnel similaire a la fraction peptidique de colza, ne permet pas de retrouver tous
les effets positifs obtenus par l'ajout de la fraction de colza. Cependant, un effet nutritionnel
de la fraction de colza ne peut éire complétement écarté au vu de I’obtention d’une phase
plateau lors de la supplémentation du milieu de culture, soit par le mélange d’acides amiﬁés,
soit pas la fraction peptidique de colza. Ainsi, Geaugey ez al. (1989) ont montré que la
supplémentation d’une culture continue d’hybridomes par du bouillon de tryptose phosphate
permettait de maintenir la prolifération cellulaire contrairement & une supplémentation par des
acides aminés libres mettant ainsi en évidence l'apport nutritionnel particulier incombant aux
peptides. De plus, selon Hopfer (1997), le transport des di- et tripeptides est indépendant du
transport des acides aminés libres. En effet, il a été montré que le transport actif des peptides
dans ces cellules est réalisé grice a un gradient de protons plutdt qu'un gradient sodium
communément utilisé dans les systémes de transport d'acides aminés et de glucose. Grice a ce
mécanisme, le transport des peptides serait favorisé par rapport a celui des acides aminés
(Heidemann et al., 2000 ; Pham et a/., 2003).

11.2. Effet d'un ajout d'acides aminés libres "sélectionnés" sur la production
d'interféron-y des cellules CHO

La figure V.2 présente les résultats concernant la production d'interféron-gamma au cours des

il An nealis
cultiuree di iecontinues dans las trofs milicux do culture éudids.

Pour les trois cultures, I'interféron-gamma s'accurnule dans le milieu essentiellement durant la
phase de croissance cellulaire. Les concentrations maximales atteintes et les vitesses
spécifiques maximales obtenues sont respectivement de 650, 1500 et 2600 pg/L et 4, 4,5 et
7,5 ng/10°cellules.h dans le milieu de référence, le milieu de référence supplémenté avec un
mélange d'acides aminés libres et le milieu d'intérét. Ainsi, une augmentation de la quantité

maximale d'TFN est observée dans le milieu de référence supplémenté avec un mélange
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d'acides aminés libres par rapport au milieu non supplémenté. Celle-ci semble essentiellement
étre la résultante du maintien en vie des cellules durant la période de 80 heures de la phase
stationnaire & X La concentration atteinte reste nettement inférieure 2 celle obtenue avec!

milieu d'intérét. Ces résultats concordent avec ceux précédemment obtenus par Duval et al.,
(1992) qui avait montré que la supplémentation d'un milieu de culture par un mélange d'acides

aminés ne permettait pas d'augmenter la vitesse spécifique de production d'anticorps.

e
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Figure V.2 : Croissance (), production d'TFN (b) et évolution des vitesses spécifiques de production (c) au cours

de cultures discontinues de cellules CITO CS5 réalisées, en flacons agités, dans du milieu de référence (o, — ),
du milieu de référence supplémenté avec un mélange d'acides aminés libres (+, = * =) et du milieu d'intérét
(A’ anreen )

Un effet nutritionnel des petits peptides ne peut étre écarté. En effet, I'addition de la fraction
peptidique, en apportant des acides aminés sous forme de petits peptides, permet aux cellules
d'économiser I'énergie nécessaire pour leur synthése au profit de la production de molécules
recombinantes. Cependant, I'action promotrice de production peut sans doute étre imputée a
une fonction biologique spécifique résultant de la composition peptidique particuliére de la

fraction d'intérét. En effet, les acides aminés doivent étre sous forme peptidique pour qu’une
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augmentation de la vitesse spécifique de production de l'interféron gamma soit observée. La
fraction de colza contient donc vraisemblablement des peptides capables d'interagir avec des
récepteurs de surface cellulaire et d'induire ainsi des signaux de transduction conduisant & une
réponse spécifique comme le suggérent Burteau ez all (2003) et Ballez et al. (2004) dans le

cas d'autres hydrolysats végétaux.
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I11. Effet de la fraction peptidique de colza sur la lyse cellulaire

La mort cellulaire est classiquement évaluée & ’aide de la méthode au Bleu Trypan qui
permet de comptabiliser les cellules mortes incapables d’exclure ce colorant ; elles
apparaissent alors bleutées au microscope. Cependant, cette technique ne prend pas en compte
les cellules mortes lysées et peut donc sous-estimer, dans une proportion non négligeable, le
déces cellulaire réel (Goergen ef af., 1993). Afin de contourner ce probléme, nous avons
déterminé la quantité de cellules dites lysées grice 4 la mesure de ['activité lactate
déshydrogénase (LDH) relarguée dans le surnageant de culture. En outre, ce dosage va nous
permettre de vérifier que la présence de la fraction peptidique de colza dans le milieu de
culture de référence, n’induit pas une lyse accrue des cellules en culture, caractérisée alors par

une activité plus importante de la LDH dans le surnageant de culture.

La LDH est une enzyme glycolytique responsable de la réduction du pyruvate en lactate. Son
relargage par les cellules a été largement étudié afin d’estimer la quantité de cellules mortes
(Merten et al., 1992 ; Wagner ef al., 1992 ; Goergen et al., 1993) et il s'est avéré que la
cinétique de relargage de la LDH n’était pas toujours identique d’une culture cellulaire 4 une
autre. Plusieurs paramétres sont a considérer : type de cellules, pH, taux d’oxygénation ou
encore composition du milieu de culture (Geaugey ez al., 1990 ; Goergen, 1992 ; Chevalot,
1992). D'aprés Wagner (1990) et Avgerinos ef al. (1990), les cellules de rein humain, tout
comme les cellules CHO mortes relarguent la totalité de cette enzyme cytoplasmique. Ainsi, il
existe une corrélation direcie enire 'aciivité LDH dans le surnageant et ia conceniration de
cellules mortes colorées par le bleu trypan. De plus, des études ont montré que l'activité LDH
était stable durant environ dix jours (240 heures) 4 37°C et durant plus de 30 jours & 4°C
(Goergen et al., 1993). La durée des cultures étudiées ne dépassant pas les 200 heures, la perte

de 'activité enzymatique peut &tre négligée.

La figure V.3 représenic accwnuiaiion de ceiiuies mories colorées par ie Bieu Trypan et ia

quantité de LDH retrouvée dans Ies milieux de cuiture testés.
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Figure V.3 : Evolution des concentrations de cellules bleues (symboles pleins) et de LDH (symboles vides) dans
Ie milieu de référence (o) ou dans le milien d'intérét (A).

Les cinétiques complétes de ces deux cultures: discontinues en réacteurs peuvent étre retrouvées dans le
paragraphe V.1, figure 1. .

La population des cellules mortes visibles reste faible pendant la phase de croissance des deux
cultures et également durant la phase de plateau cellulaire jusqu’ environ 120 heures pour la
culture supplémentée avec la fraction peptidique de colza. Au dela, le nombre de cellules
bleues ainsi que I'activité LDH extracellulaire augmentent rapidement. L’activité LDH
extracellulaire maximale est de 50 UVL pour la culture de référence et de 180 UVL pour la
culture en milieu d'intérét. La forte activité LDH retrouvée lors de la culture supplémentée
avec la fraction de colza s'explique par un nombre de cellules mortes beaucoup plus important

et donc.un relargage beaucoup plus fort dans le milieu de culture.

Pour évaluer la lyse cellulaire, il suffit alors de connaitre le contenu moyen en LDH d'une
cellule viable (YinH/cetlule viabie) et de la confronter 4 la quantité moyenne de LDH présente
dans le surnageant de culture rapportée au nombre de cellules bleues (Yipmielute bleue)-
L'activité LDH mesurée aprés la lyse provoquée des cellules vivantes est représentée dans la
figure V.4, Le contenu intracellulaire moyen des cellules en LDH (Y1 nm/cottule viable) cOrrespond
4 la valeur de la pente de ces droites. Dans les deux cas, il est de 21 UI/10® cellules. Cette
valeur, similaire quel que soit le milieu de culture utilisé, indique que 1'addition de la fraction
peptidique de colza ne modifie pas le contenu intracellulaire en LDH contrairement &
l'addition de sucres ou d'acides aminés (Goergen ef al., 1992). Le contenu intracellulaire en
LDH des cellules CHO C5 est proche de celui d'hybridomes (25 UI/10® cellules) et de celui
des cellules CHO DUKXBI11 (20 UI/10° cellules) respectivement déterminé par Goergen et
al. (1993) et Schréder ef al. (2004).
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Figure V.4 : Contenu intracellulaire en LDH des cellules vivantes en culture dans le milieu de référence (0) ou
dans le milieu d'intérét (A).

La figure V.5 représente la corrélation entre 'activité LDH accumulée dans le milieu de

culture et la concentration des cellules mortes colorées par le Bleu Trypan.
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Figure V.5 : Concentration en LIDH retrouvée dans le surnageant de culture en fonction du nombre de cellules
colorées par le bleu trypan. Milieu de référence (o) et milieu d'intérét (A ).

La pente de la droite, correspondant & la quantité de LDH extracellulaire en fonction de la

concentration de cellules bleues est de 13 U108 cellules bleues, pour la culture de référence

et de 15 UT/10® cellules bleues pour celle avec le milieu d'intérét. Ces valeurs étant inférieures

ique (20 UV10® cellules), I"hypothése d’une

avancée et cela quel que soit le milieu de culture utilisé. En effet, si les cellules avaient été
lysées, la quantité de LDH relarguée en fonction de la concentration en cellules mortes
visibles (bleues) serait largement supérieure au rendement théorique, précédemment

déterminé.

" 1o Vainnt da 1o frantian wowii dioas dhasdoa [Pt
Aingi, nous retiendrons que l'ajout de la fraction peptidique dintérét dans le milieu de cultuie
na oénare nas de lvse des cellisles Ces rdsil+ais vie
i€ gencie pas ac 1yse aes Ceuunes. Les resuitats viennent coiroborer ceux de Ballez e ai.

(2004) qui ont montré que I'ajout d'un hydrolysat de riz dans un milieu sans sérum et sans
protéine n'induisait pas de lyse supplémentaire des cellules CHO. Ceci est un avantage car la
lyse des cellules en culture peut provoquer la libération dans le milieu de culture de
substances telles que des protéases qui peuvent alors étre responsables de la dégradation du

produit excrété dans le milieu de culture.
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[~}

IV.Effet de la fraction peptidique de colza sur Iactivit

) pyruvate
carboxylase des cellules CHO

Suite 4 la- diminution importante de la vitesse spécifique de consommation du glucose,
observée lors des cultures discontinues en réacteur, supplémentées par 4 g/L de fraction
peptidique’ de colza, nous avons . étudié plus particuliérement l'activité de la pyryvate
carboxylase (PC).-En-effet, comme-nous-1'avons vu-précédemment; la PC-est-une enzyme -
anaplérotique catalysant la carboxylation irréversible du pyruvate en oxaloacétate et, par
conséquent, chargée d'approvisionner le cycle de Krebs en molécules & quatre carbones. Le
suivi de cette activité a été réalisé selon le protocole décrit dans le paragraphe 1.4.6 du
chapitre 1I. Le tableau V.1 présente l'activité pyruvate carboxylase moyenne mesurée et les

vitesses spécifiques de consommation du glucose en fonction du milieu de culture utilisé.

Activité pyruvate carboxylase moyenne Vitesse spécifique moyenne de
{mmole/mn, mg prot) tion du gl (umol/10°cell.h)
Milieu de référence 350 0,04
Milieu d'intérét 200 0,02

Tableau V.1 : Activité Pyruvate Carboxylase et vitesse spécifique de consommation du glucose moyennes en
fonetion du milieu de culture utilisé lors de cultures discontinues en réacteur.

D'aprés ces résultats, il semble donc que l'activité spécifique moyenne de I'enzyme augmente
avec e flux entrant de glucose. En effet, la vitesse spécifique moyenne de consommation du
“glucose ainsi que I'activité spécifique moyenne de la PC sont environ diminuées de moitié lors
de I'ajout de 4 g/L de fraction peptidique dans le milieu de culture. Ces résultats viennent ainsi
confirmer les observations de Yallop ez a/. ( 2003), qui ont montré que l'activité de [a PC était

corrélée avec le flux entrant dans le cycle de Krebs.

1i est également possible, grice a ces résultats de calculer la vitesse spécifique moyenne de
transformation du pyruvate permise par de telles activités. Ainsi, sachant que 10
correspondent & 0,5 mg de poids sec, soit 0,25 mg de protéines, une activité spécifique de 350
nmol/mn.mg protéine équivaut & une vitesse de consommation de 0,5 pmol/ 10° cellules.h et &
une activité de 200 nmol/mn.mg protéine équivaut & une vitesse de consommation de 0,3
umol/10° cellules.h. Or, comme nous I'avions observé précédemment, la vitesse spécifique
moyenne de consommation du glucose est de 0,04 pmol/10° celules.h dans le milien de
référence et de 0,02 nmol/10° cellulesh dans le milieu d'intérét. Ces différentes valeurs,

déterminées in-vitro semblent donc montrer que la capacité de transformation du pyruvate par
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la PC est largement supérieure & la quantité qui fui est fournie par le catabolisme du glucose.
Selon ces données in vifro qui restent préliminaires, la PC ne serait donc pas une enzyme
limitante pour la croissance des cellules CHO et cela quel que soit le milieu de culiure utilisé.
Ainsi, ce résultat permettrait d'expliquer le fait que, lors de la culture en milieu de référence,
alors que l'activité PC est plus élevée, le rendement lactate/glucose reste tout de méme
constant. En effet, "habituellement", I'augmentation de V'activité PC est corrélée avec une
augmentation du flux du pyruvate vers le cycle de Krebs et de ce fait avec une diminution de
la production de lactate, caractérisée par un rendement glucose/lactate plus faible (Irani ez al,

1999 ; Elias et al,,2003 ; Yallop et al., 2003).

Finalement, considérant que, lors de l'ajout de la fraction peptidique de colza dans le milieu
de culture, le rendement lactate/glucose reste constant, les vitesses spécifiques de
consommation du glucose et de production du lactate diminuent et l'activité spécifique de la
PC diminue, nous pouvons penser que ['utilisation du milieu d'intérét induit un ralentissement
général du métabolisme cellutaire, pouvant sans doute étre expliqué par le fait qu'en présence
de la fraction peptidique les cellules ont moins besoin de synthétiser des molécules

précurseurs de la biomasse déja présentes dans le milieu d'intérét.
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V. Conclusion

L'objectif de ce chapitre était, dans un premier temps, d'évaluer I'impact dune fraction
peptidique de colza sur les cinétiques de croissance de cellules CHO CS productrices
d'interféron-gamma, Teur métabolisme et la production d'TFN-y dans le milieu de culture. Les

principaux résultats obtenus sont résumés dans la figure V.6.

Milieu d'intérét /
milieu de référence

[Xv]max . ++

Phase stationnaire & Xy max + I Stimulation de la croissance
Hlmax = mais stable plus longtemps

Viabilité ot :

Déclin cellulaire - LEffet positif sur la survie I
Durée de culture +++

Qgtucose -

(ractate - Ralentissement  du
(glutamine - métabolisme central

qNH4 -

IFN e Stimulation de la production
qFN +

Figure V.6. : Principales différences de croissance et de métabolisme des cellules CIIO cultivées en milieu
d'intérét par rapport au milieu de référence lors de cultures discontinues, en réacteur.

1l ressort de ces résultats que la fraction peptidique de colza présente, 4 la fois, des activités
promotrices de croissance et de production ainsi que des activités permettant d’accroitre la
survie cellulaire. De plus, en apportant des nutriments supplémentaires, la fraction de colza

permet aux cellules en culture de ralentir leur métabolisme central.

Dans un second temps, nous avons essayé, grice a différentes supptémentations du milieu de
culture, de comprendre de quelle fagon cette fraction agissait sur les-cellules en culture. Ainsi,
afin d'évaluer un possible effet nutritionnel de la fraction peptidique de colza, l'addition, au
milieu de référence, d'un mélange d'acides aminés libres "sélectionnés” a été effectuée. Puis,
dans le but de déterminer ie réle plus particulier des polyphénols contenus dans cette fraction,
le milien de référence a été supplémenté par de l'acide sinapique, polyphénol trés
majoritairement présent dans le colza. Les principaux résultats découlant de ces travaux sont

résumés dans la figure V.7.
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- Les fonctions promotrices de croissance et de production résultent principalement

d’un effet "biologique" des "grands peptides", capables d’agir tels des signaux
cellulaires promoteurs de croissance et de production ;

- L’effet de ralentissement du décés cellulaire engendrant une survie cellulaire plus
importante (phase de plateau) provient plutdt de 1’apport nutritionnel de la fraction

peptidique, 1i¢ & son contenu en acides aminés libres et en "petits peptides".

ne peut pour l'instant étre écarté.

Figure V.7 : Effets de deux supplémentations particuliéres du milieu de référence sur la croissance, la production
et le métabolisme des cellules CHO, lors de cultures discontinues en flacons agités : (i) mélange d'acides aminés
libres, (i1) acide sinapique.

1l apparait donc que la supplémentation d’un milieu de culture sans sérum avec la fraction
peptidique présente & la fois un intérét nutritionnel et un intérét "bioactif”, facteur de
croissance et de production sur les cellules CHO CS5. En effet, la composition en acides
aniinés libies, di- &t iripspildes de la Naciion sembie diminuer ia vitesse spécifique de décés et
ainsi proionger la durée de vie des cellules. D'autre part, sa composition particuliére en
peptides de plus grande taille, semble €tre responsable d'un effet "mitotique" et activateur de
production protéique. Ainsi, ces résultats sont en accord avec ceux obtenus suite au "sous-
fractionnement” de la fraction peptidique de colza (chapitre IV). Ce fractionnement
supplémentaire avait, en effet, permis de montrer que les peptides de 500 & 1000 Da étaient

les principaux acteurs, responsables de l'augmentation de la densité cellulaire maximale.
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CHAPITRE VI : ATOUTS DE LA FRACTION PEPTIDIQUE DE COLZA
AU COURS DES DIFFERENTES ETAPES D'UN
PROCEDE DE CULTURE

Suite 3 la sélection de la fraction peptidique d'intérét de colza, permettant I'augmentation de la
densité cellulatre maximale et de la production protéique, ainsi que la diminution de la vitesse
spécifique de décés cellulaire, nous nous sommes attachés aux potentialités d'utilisation de
cette fraction au cours des principales étapes du procédé cellulaire, tefles que la disponibilité
de 1a matiére premiére, la répétabilité du procédé d'obtention de la fraction peptidique, sa
stérilisation, la cryoconservation des cellules, I'adaptation des cellules & un milieu sans sérum

et/ou sans protéine et l'extrapolation & des cultures en réacteur.

I. Adaptation de différentes lignées cellulaires 4 des milieux sans sérum en
présence de peptides de colza

Comme nous l'avons abordé dans la partie bibliographique de cette thése, afin de limiter
principalement les risques de présence d'agents de I'encéphalopathie spongiforme bovine
(ESB) lors de la préparation de produits pharmaceutiques, les législations, tant nationales
qu’internationales, vont évoluer dans un fiutur proche vers interdiction d’utiliser des produits
d’origine animale (Castle et Robertson, 1998). Le sérum, et si possible les protéines d'origine
animale, doivent ainsi étre éliminés des milieux de culture utilisés pour la production
industrielle de protéines recombinantes (Asher, 1999). Par ailleurs, il est parfois utile de
débuter une culture dans un milieu avec sérum puis de la transférer rapidement en milieu
dépourvu de sérum (et/ou de protéine animale). Tel est le cas, par exemple, lors de I'obtention
de nouvelies lignées cellulaires par modification génétique (fransfection). En effet, dans le but
de favoriser la croissance des cellules qui viennent d'étre transfectées, il est préférable de les
maintenir dans un milieu contenant du sérum et de ne les passer en milieu sans sérum qu'une
fois leurs capacités de croissance retrouvées. De méme, I'étape de congélation sera mieux
supportée par les cellules si elle est réalisée en milien avec sérum. Lors de a décongélation la
viabilité cellulaire sera alors plus élevée. 1l sera alors nécessaire de transférer le plus

rapidement possible les cellules en milieu sans sérum. Enfin, l'utilisation de sérum dans les
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milieux de culture permettant I'obtention de densités cellulaires généralement plus élevées, il
peut étre intéressant, dans un premier temps, de faire croitre les cellules dans un tel milieu
afin d'obtenir une quantité de cellules la plus importante possible et dans un second temps, de

passer a un milieu sans sérum pour produire les protéines recombinantes.

Le passage d'un milieu avec sérum & un milieu sans sérum constitue un changement profond
d’environnement pour les cellules et donc une perturbation qui peut leur étre fatale. Pour
éviter cela, le transfert des cellules est, le plus souvent, réalisé graduellement dans des milieux
incluant des concentrations décroissantes de sérum de maniére & adapter progressivement les
cellules au nouveau milieu sans sérum (Higuchi, 1976 ; Barnes et Sato, 1980 ; Freshney, 1994
; Scharfenberg and Wagner, 1995 ; Mather et Roberts, 1998 ; Sinacore et al., 2000).
Cependant, cette adaptation est souvent longue et fastidieuse (Renner ez al., 1993 ; Zang et
al., 1995 ; Zanghi et al., 2000). De plus, bien que de nombreux milieux de culture de cellules
dépourvus de sérum soient actuellement disponibles dans fe commerce, aucun n’est encore

capable de subvenir aux besoins spécifiques de toutes les principales lignées cellulaires.

1l apparait donc essentiel de trouver des éléments permettant de faciliter I'adaptation & des
conditions de culture sans sérum de différentes lignées cellulaires tout en assurant une
prolifération cellulaire convenable. Dans ce but, la fraction peptidique de colza a été utilisée
pour tenter d'adapter différentes lignées cellulaires communément utilisées en industrie &
croitre en milieu dépourvu en sérum. Ses capacités ont été comparées & celles d'hydrolysats
végétaux commerciaux de soja, de blé, de riz et de pois. Toutes les adaptations ont été

réalisées dans des flacons de culture statique d'un volume utile de 6 mL,

1.1. Adaptation de cellules adhérentes CHO K1 dhfr- en milieu sans sérum
supplémenté par ia fraction peptidique de colza.

1.1.1. Adaptation biutale
Dans un premier temps, nous avons réalisé des tentatives d'adaptation brutale (passage direct
d'un milieu eMEM & 2% de sérum & un milieu 6MEM 4 0% de sérum) des cellules CHO K1 4
des milieux sans sérum supplémentés avec soit notre fraction peptidique de colza, soit avec
différents hydrolysats végétaux commerciaux QUEST (soja, blé, riz ou pois). Les

concentrations des hydrolysats commerciaux utilisées sont celles préconisées par leur
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producteur, soit 2 g/L et celle de la fraction peptidique de colza correspond a la concentration
optimale définie précédemment, soit 4 g/L.

Malheureusement, le passage brutal des cellules d'un milieu avec sérum a un milien sang
sérum mais contenant les différents hydrolysats testés (commerciaux ou colza) n'a pas permis
1a croissance des cellules CHO K1. En effet, la mort cellulaire a été observée dés le 4™ ou
5%m passage, clest-d-dire dés le 8™ ou 10°™ jour. La survie de quelques jours peut
s'expliquer par des traces de sérum pouvant subsister dans le milieu de culture et suffisant

parfois & maintenir les cellules en vie.

1.1.2. Adaptation progressive

Suite & I'échec de 'adaptation brutale, une procédure d'adaptation progressive, schématisée sur
la figure VL1, a été mise en place. En effet, il a été prouvé que la diminution graduelle du
sérum augmentait les chances d’adapter avec succés les cellules & un environnement sans
sérum (Kim ef al., 2004). Dans un premier temps, le milieu cMEM suppiémenté par 10% de
sérum est remplacé par du milieu aMEM a 5% puis & 2% de sérum en l'espace de six
passages, soit 12 jours. Dans un second temps, une fraction croissante de milieu contenant 2%
de sérum est progressivement remplacée par du milieu MEM sans sérum supplémenté par

un hydrolysat protéique et les protéines TIB.

OMEM + 102 SVE
l Etape ©
w
OMEM+ 5%SVF
lEtapeO
" peeso i Etapcﬂ > @ 1 d O ,[,',l,ec,A - £, Etape @ N Y
AT R e =y T e e
OMEM+2%SVE % (0MUM+ 2%5VE) % (VEM+ 2% SVF) VA(OMEM+2%SVF)  Mifieu sans séum iliets sans sérum
¥a(OMEM + hydrotysat 1 TIB) 1, (GMEM + hydrolysat + TIB) % (0MEM -+ hydrotysat + TIR) et sars protéine aninule

GVEM+ hydrolysat +TIB M+ hydkolysat - TIB

Figure VI.1 ; Différentes ¢tapes nécessaires 4 ’adaptation progressive des cellules CHO, au milieu «MEM, sans
sérum et/ou sans protéine animale,

Le critére essentiel engendrant le passage 4 une étape ultérieure s'effectue lorsqu'un taux de
croissance convenable des cellules est retrouvé. Le tableau V1.1 présente les résultats finaux

des adaptations dans les différents milieux et le temps nécessaire pour les réaliser.

171



CHAPITRE VI - ATOUTS DE LA FRACTION PEPTIDIQUE DE COLZA

0f Ao o Z oo S . LY . . <
Substitut végétal % de sérum minimal 1em'ps nécessaire
requis pour la croissance 1'adaptation
HP 1510 (soja) 57 jours
£ HP 4601 (blé) 0,5 45 jours
HP 4605 Dev (blé) 84 jours
HPS603Dev(iz) . ... ASjours
1P 7401 Dev (pois) 2 12 jours
Colza 0 32 jours

Tableau V1.1 : Résultats des adaptations progressives au milien sans sérum en fonction des différents substituts
utilisés.

Parmi les différents substituts de sérum testés, seule notre fraction peptidique de colza permet
d'aboutir & une adaptation des cellules CHO K1 & un milieu complétement dépourvu de
sérum. En effet, aucun des autres hydrolysats commerciaux testés, ne permet d'atteindre
I'objectif de suppression totale du sérum, le taux minimum atteint étant de 0,5%. De plus, le
temps nécessaire pour adapter ces cellules 4 ce taux minimal est trés largement supérieur &
celui observé avec le milieu supplémenté par notre fraction peptidique de colza.

Ces résultats suggérent que les caractéristiques de la fraction peptidique de colza facilitent
Padaptation des cellules CHO K1 au milieu sans sérum. Les principales différences entre
cette fraction de colza et les hydrolysats commerciaux QUEST concernent la pureté en matiére
azotée et la gamme de taille des peptides. Il est probable qu'un contenu en matiére azotée de
90%, ainsi qu'une répartition assez large de la taille des peptides, soient des atouts pour

favoriser l'adaptation des cellules 4 un milieu sans sérum.

Les photographies présentées dans la figure V1.2 montrent I'évolution de la morphologie des
cellules CHO K1 au cours de leur adaptation au milieu sans sérum, supplémenté par 4 g/L. de
la fraction peptidique de colza. Ces photographies mettent en évidence un changement
graduel de la morphologie cellulaire et cela proportionnellement & la diminution de la
concentration en sérum dans le milieu de culture. Ainsi, dans le milieu supplémenté par 2% de
sérum, les celiules CHO K1 sont adhérentes, elles présentent une morphologie typiquement
fibroblastique. Au fur et & mesure de la diminution de concentration en sérum, les cellules se
détachent du flacon de culture pour finalement aboutir & une morphologie sphérique
caractéristique des cellules en suspension. Ce type de changement morphologique fut
précédemment observé par Chun et a/. (2003) lors de I'adaptation de cellules CHO & un milieu

sans sérum.
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a b
Figure V1.2 : Morphologie des cellules CHO K1 au cours de l'adaptation au milieu sans sérum supplémenté par 4

/1. de fraction peptidique de colza. a. 2% de sérum, b. 0,5% de sérum + 4 g/L fraction de colza, c. 0% de sérum
+TIB + 4 g/L de fraction de colza

Suite aux résultats encourageants obtenus grice & la supplémentation du milieu aMEM avec
la fraction peptidique de colza, nous avons étudié la simplification du milieu de culture sans
sérum jusqu'd un milieu sans aucune protéine animale. Pour cela, les trois protéines animales
(transferrine, insuline, albumine bovine : TIB) présentes dans la formulation initiale du milieu
de culture sans sérum ont été éliminées. L'évolution de la croissance des cellules au cours de
I'adaptation au milieu sans sérum contenant les protéines TIB, puis au milieu sans sérum et

sans protéine est présentée dans la figure VL3.

Milieu
Milieun d'intérét sans protéine animale
I'd A ' =~
TSH(2USVE) 25UQASVF) N O%SVE
25%CMAg/L) T5%C (e 0%SVE 100%C(4g/L) TIB
8 0%, 5% 2% 50%(2%SVF) 100%C(4p/Ly+ TTB
50%CdglL)
- G EN
71%2a 7% & i 2t )
6 - F: N
5 &
4
4
3 -
2 k ! 1
o oQ d [} q [« 5
1 B £ 2 > s n X ~ -~
- ~ - - w ~ w
o R IS SENIPE SN BN S NP N htpiit 1y iy

0 5 i0 16 20 25 30 35 40 45 50 &5 60
Temps, jours

Figure V1.3 : Croissance des cellules CHO-K1 dhfr- lors de I'adaptation progressive 4 la culture sans sérum puis
sans protéine animale.

La courbe (A) représente l'adaptation en présence de la fraction de colza (C). La courbe (o) représente
T'adaptation des cellules en absence de la fraction de colza. De JO & J12, le SVF est diminué de 10 4 2%. De J12 &
J40, 1e SVF est progressivement supprimé et remplacé par le mélange (fraction peptidique de colza, TIB, BT, Q).
A J40, les TIB sont supprimés.
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On remarque qu'en absence de fraction végétale, I'adaptation au milieu sans sérum est
impossible, la mort des cellules ayant lieu au bout de trois passages lors de I'étape 5. En
présence de fraction peptidique de colza et de protéines animales, les CHO-K1 s'adaptent
rapidement 2 leur nouveau milieu de culture sans sérum. Les cellules récupérent leur vitesse
de croissance dés le premier passage. La suppression des protéines animales (TIB) au 40°™
jour entraine un ralentissement de croissance et une adaptation plus longue (environ six
passages), mais celle-ci reste tout de méme possible. L'obtention d'un tel milieu est trés utile
en culture de celiules animales, En effet, il permet non seulement de réduire au maximum les
risques de contamination par des agents infectieux mais également de faciliter la purification
des protéines recombinantes sécrétées dans le surnageant (Merten ef al., 1994 et 1999 ; Keen

et Rapson, 1995 ; Terada ez al., 2002).

Au vu des résultats obtenus avec les cellules CHO K1 et les hydrolysats commerciaux QUEST,
nous avons choisi par la suite de réaliser uniquement des adaptations 4 un milieu sans sérum
supplémenté par notre fraction peptidique de colza. En effet, non seulement, elle est la seule &
avoir permis ['adaptation des cellules dans un milieu sans sérum mais, de plus, elle correspond
4 la fraction dont nous maitrisons le mieux le procédé de production et dont les

caractéristiques principales ont été déterminées.

1.2. Adaptation brutale de cellules Vero au milien sans sérum supplémenté par la

fraction peptidique de eolza.

Les cellules Vero sont des cellules adhérentes, trés largement utilisées en industrie pour la
production de vaccins (Lin et al., 2002 ; Kuzuhara ef al., 2003 ; Frazatti-Gallina et al., 2004),
proliférant habituellement dans du milieu CMEM supplémenté avec 10% de sérum. Aprés une
réduction progressive mais rapide de la concentration de sérum de 10% & 1%, les cellules ont
brutalement été transférées dans du milien GMEM sans sérum supplémenté par 4 o/l de 1a
fraction peptidique de colza et des protéines animales, TIB (figure VI4). Cette étape ayant
réussi, I'étape suivante a consisté en la suppression des protéines animales du milieu de

culture (figure VI.5).
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oMEM + 10% SVF

Etape O

MEM + 5% SVF
l Etape ®

AMEM + 2% SVF

l Etape ©®
. Etape @ Etape © .
¥, 0 > ¥ > ¥ \//j
GMEM + 1% SVF Milieu sans sérum Milieu sans sérum
OMEM + fraction colza + TIB et sans protéine animale

OMEM + fraction colza - TIB

Figure V1.4 : Différentes étapes nécessaires a I’adaptation brutale des cellules Vero, au milieu oMEM, sans
sérum et sans protéine animale.

Un témoin négatif montre que sans la fraction de colza, l'adaptation est impossible car la mort
des cellules survient au bout de deux passages. Par contre, en présence de protéines animales
et de fraction peptidique de colza, les cellules Vero s'adaptent aisément a la croissance en
milieu sans sérum ; la récupération de la croissance ayant lieu dés le 3°™ passage réalisé dans
ce milieu sans sérum (étape 4), soit au bout de 25 jours. Lors de la suppression des protéines

animales, les cellules ont une croissance quelque peu ralentie mais qui reste convenable.
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Figure VL5 : Croissance des cellules Vero lors de l'adaptation brutale 4 la culture sans sérum puis sans protéine
animale. La courbe (A ) représente 1'adaptation au milieu sans sérum puis sans protéine en présence de fraction
peptidique de colza (C). La courbe (o) représente l'adaptation des cellules en absence de fraction peptidique de
colza. De JO & J17, le SVF est diminué de 10 4 1%. A J17, le SVF est brutalement supprimé et remplacé par le
mélange (fraction peptidique de colza, TIB, ET, Q). A 136, les TIB sont supprimés.

Les photographies présentées dans la figure VI.6 montrent une morphologie fibroblastique
des cellules Vero, quel que soit le milieu de culture utilisé (avec sérum, sans sérum et avec
protéines animales et sans protéine animale). Cette morphologie est caractéristique des
cellules adhérentes. Seule une légére différence de taille des cellules apparait : elles ont
tendance 4 étre plus allongées dans le milien contenant du sérum, indiquant une adhérence des
cellules plus importante en présence de sérum, Cependant, méme lorsque le sérum est exempt
du milieu de culture, les cellules Vero restent adhérentes au plastique du flacon de culture
comme cela est visible sur la figure VI.6.b. En présence de milieu sans sérum et sans protéine,
les cellules conservent toujours leur capacité d’adhésion (figure V1.6.c), méme si elles le sont

dans une moindre mesure, et que le temps nécessaire 4 la trypsination est largement diminué.

a

Figure V1.6 : Morphologie des cellules Vero avant et aprés adaptation au milieu sans sérum supplémenté par 4
@/L. de fraction peptidique de colza. a. 1% de sérum, b. 0% de sérum + TIB + 4 g/L. de fraction peptidique de
colza, ¢. 0% de sérum + 4 g/, de fraction peptidique de colza
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Suite aux adaptations des cellules CHO K1 et des cellules Vero, nous remarquons que si

fagon adhérente, ce n’était pas le cas pour les celtules CHO K1. Ce résultat peut-étre expliqué
par le fait que le besoin en facteur d’adhérence est facultatif pour certaines lignées cellulaires
généralement adhdrentes. Ainsi, Hewlett ef ¢l (1991) ont montré que des cellules CHO
placées dans un milieu sans sérum ne restaient pas attachées au flacon mais au contraire se
multipliaient en suspension ou sous forme d’agrégats, tout en conservant des caractéristiques
normales de croissance. De plus, lors d’une nouvelle supplémentation en sérum, ces cellules
CHO se mettaient & nouveau a proliférer de maniére adhérente. Par ailleurs, ces auteurs ont
montré que des cellules, telles les cellules Vero, MDCK, ou les cellules épithéliales A431,
étaient capables de croitre de fagon adhérente dans un milieu sans protéine, non supplémenté

par des facteurs d'adhésions.

L.3. Adaptation d'hybridomes au milien sans sérum supplémenté par la fraction
peptidique de colza.

Les hybridomes sont des lignées de cellules résultant de la fusion /n vitro d'un lignée tumorale
de plasmocytes murins (myélomes), capable de se multiplier indéfiniment et donc immortelle

et de lymphocytes sécrétant un anticorps de spécificité donnée. L'hybride obtenu posséde

donc a la fois les o
indéfiniment du myélome. Une telle cellule, produit un seul type d'anticorps dirigé contre un
unique antigéne : un anticorps monoclonal. Ces anticorps sont principalement utilisés en

diagnostic et en thérapeutique humaine.

1.3.1. Adaptation brutale

Aprés une réduction progressive mais rapide de la concentration de sérum de 10% a 1%, les

]
@,
3
o
]

nt hritalement été transférées dans un milien eans sérum RPMI supplémentd par 4
TIB. Dans ces con

rapidement observée, en trois passages ou six jours. Cette lignée cellulaire d'hybridome réagit

donc de la méme fagon que les cellules CHO K1 précédemment étudiées.
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1.3.2. Adaptation progressive

Suite 4 l'échec de l'adaptation brutale, une procédure

place (figure VL.7). Le milieu RPMI supplémenté par 1% de sérum est progressivement
remplacé par du milieu RPMI sans sérum supplémenté par 4 g/L de la fraction peptidique de
colza et les protéines animales TIB, comme cela est indiqué sur la figure V1.7, La figure V1.8

présente 'évolution de la croissance des cellules au cours de cette adaptation douce.

RPMI + 10% SVF

Etape @

RFMI + 5% SVT

l Etape ®

Y
RPMI+2% SVF
l Etape ®

., Etape ©
« r

\) — @ Etape @

RPMI+ 1% SVF 3 (RPMI+ 1% SVF) % (RPMI+ 1% SVF) Y (RPMI + 1% SVF) Miieu sans sérum Milieu sans sérum
Y (OMEM + colza + TIB) % (MEM + colza + TIB) % (0MEM + colza + TIB) REMEI + colza+ TIR  etsans protéine animale

RPMI + colza- T

Tigure V1.7 : Diff t
sérum et/ou sans protéine animale.

En présence de protéines animales et de fraction peptidique de colza, les cellules
d'hybridomes s'adaptent correctement & la croissance en milieu sans sérum ; la récupération de
la croissance se faisant & partir du 4°™ passage de l'étape 7, soit au bout de 42 jours.
Cependant, la suppression des protéines animales leur est aussitot fatale. Le témoin négatif a
également montré que, sans la fraction de colza, I'adaptation est impossible. La mort des

cellules survient alors au bout de trois passages au cours de ’étape 6
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Figure V1.8 : Croissance des cellules d'hybridomes lors de I'adaptation douce 4 la culture sans sérum puis sans
protéine animale. La courbe (A) représente l'adaptation en présence de la fraction peptidique de colza. La courbe
(o) représente l'adaptation des cellules en absence de la fraction de colza (C). De JO 4 J17, le SVF est diminué de
10 4 1%. De J17 4 J 35, Ie SVF est progressivement supprimé et remplacé par le mélange (fraction peptidique de
colza, TIB, ET, Q). A J47, les TIB sont supprimés.

L4. Culture de cellules NSO en milieu sans sérum supplémenté par la fraction
peptidique de coiza

Dans une derniére approche, nous avons observé l'influence de notre fraction peptidique de
colza, 4 la fois sur les performances de croissance et de production d'une lignée de celiules
NSO, des myélomes couramment utilisés pour des applications industrielles. En effet, elles
ont permis de produire 21 des 33 molécules recombinantes mises sur le marché entre 2000 et
2003 (Whitford, 2003).

Dans ce but, la croissance de ces cellules et la production d'une protéine recombinante ont été
suivies au cours de cultures discontinues, en fioles d'erlenmeyers, dans un milieu sans sérum
commercial, riche mais de composition inconnue, avec ou sans supplémentation par la
fraction peptidique de colza. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure VL9, Ces

expériences ont été réalisées chez notre partenaire industriel.
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Figure VI.9: A : Croissance de cellules NSO et production de protéine recombinante lors de cultures

discontinues en fioles d'erlenmeyers en présence de différentes concentrations de la fraction peptidique de colza :
Og/L (0), 1 /L (%), 2 g/L (®),3 g/L (), 4 g/l (&),

B : Evolution des vitesses spécifiques de croissance cellulaire et de production des cellules
NSO lors de cultures discontinues en erlenmeyers avec différentes concentrations de la fraction peptidique de

colza 1 0 g/l (——), 1@/l (==),2 ¢/l =), 3 gL (), 4 gL €oemt).

L'observation des densités cellulaires maximales atteintes par les cellules NSO montre que la
concentration optimale de fraction peptidique de colza 4 utiliser afin d'obtenir un nombre de
cellules élevé est comprise entre 1 et 2 g/L (2,8.10° cellules/mL environ). Une concentration
de 3 g/l semble avoir un effet trés limité sur la densité cellulaire maximale (2,3.10°
cellules/mL avec 3 /L de fraction peptidique de colza contre 2,1.10° cellules/mL dans le
milieu de référence). Par contre, une concentration de 4 g/L inhibe fortement la croissance des
cellules puisque la concentration maximale atteinte n'est que de 1,1. 10° cellules/mL. Le calcul
de la vitesse spécifique de croissance maximale pour ces différents milieux indique que la
présence de la fraction peptidique ne permet pas son augmentation : elle reste aux environs de
0,03 ! quel que soit le milieu. Une augmentation de la
progressivement cette vitesse : 0,028 h™ pour 1 et 2 g/L, 0,026 h™ pour 3 g/L et 0,017 b pour
4 g/1.. Cependant, on notera que les vitesses de croissance des cellules cultivées en présence
de colza se maintiennent & une valeur élevée pendant une plus longue période que dans le

milieu de référence.
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Ces résultats confirment donc I'effet de maintien des cellules en phase de croissance active par
la fraction peptidique de colza, précédemment observé avec les cellules CHO. En effet, la
diminution de la vitesse spécifique de croissance des celtules est ralentie par l'ajout de la
fraction de colza. Cependant, 1a concentration optimale de cette derniére n'est pas identique.
En effet, la concentration cellulaire maximale est atteinte avec 4 g/L de fraction peptidique de
colza dans le cas des cellules CHO et avec seulement 2 g/L pour les cellules NSO, Cette
différence peut-vraisemblablement étre imputée au fait que le milieu commercial utilisé pour
la culture des cellules NSO est un milieu plus riche que le milieu simple utilisé pour les
cellules CHO. De plus, I’effet inhibiteur de croissance des cellules NSO induit par des
concentrations plus faibles de fraction peptidique de colza (3 g/L au lieu de 5 g/L pour les
cellules CHO), suggere la probable présence initiale dans ce milien d’autres peptones

végétales, cumulant ainsi [’ effet négatif de certains composés.

Par ailleurs, 1'ajout de 1, 2 ou 3 g/L de la fraction peptidique de colza permet d'augmenter de
fagon -assez similaire la concentration maximale de protéines recombinantes produites. A 4
g/L., en dépit d'une concentration cellulaire plus faible, une concentration similaire de protéine
est atteinte en comparaisoﬁ au milien de référence. Les vitesses spécifiques maximales de
production, sont, soit proches de celle obtenue avec le milieu de référence, pour 1 g/L, soit

supérieures pour les autres concentrations. Du fait de I'allongement des cultures, elles se

1.5. Conclusion

Les résultats obtenus avec les cellules CHO, Vero et les hybridomes indiquent que la fraction
peptidique de colza permet une adaptation, plus ou moins rapide, & des milieux sans sérum, de
composition trés simple. En effet, ces milieux sont uniquement constitués d’un milieu de base

classique (RPMI ou cMEM), de TIB et de fraction peptidique de colza. De plus, la capacité

ntidique de colza 4 faciliter I’

< aauln pepligique

i

dantatinn & da tale milisny sans sdnm
daptation & de tels milieny sans oér

(CHO, Vero, hybridomes). Nous soulignerons également, ’aptitude de cette fraction d’intérét
de colza a favoriser 1’adaptation des cellules CHO et Vero 4 des milieux sans sérum et sans
protéine animale, composés exclusivement d’un milieu de base, de peptides de colza et de

quelques éléments traces, et qui assurent ainsi une qualité optimale des milieux de culture.
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Enfin, nous retiendrons que les performances de croissance, apres adaptation aux milieux sans

sérum, sont quasiment identiques & celles des milieux avec sérum.

Par ailleurs, il s'est également avéré que la fraction peptidique de colza était capable

d'améliorer les performances de croissance et de production de celiules NSO cultivées dans

un milieu sans sérum et sans protéine commercial, déja optimisé pour la culture de ces

"~ cellules.
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IL. Validation d'un milieu sans protéine animale supplémenté avec des
peptides de colza

- Les inquiétudes quant au risque de contamination des milieux de culture par des agents
pathogénes d’origine animale, et en particulier bovine, ne concernent pas uniquement le
sérum de veau feetal, mais tous les composants provenant de sources animales (Castle et
Robertson, 1998). Or, la plupart des milieux sans sérum utilisés en culture de cellules de
mammiféres contiennent encore une quantité plus ou moins importante de molécules dérivées
d’animaux (peptones de viande, protéines comme la transferrine, insuline, albumine, ...). En
effet, ces substances sont souvent essentielles pour permettre une croissance cellulaire et une
production satisfaisantes (Maurer, 1986 ; Merten ef al., 1999). Cependant, les autorités
réglementaires encouragent de plus en plus fortement les industries pharmaceutiques &
éliminer toutes ces molécules d'origine animale de leurs procédés (Asher, 1999 ; Castle and
Robertson, 1998). C'est pourquoi, cette partie est dédiée a l'évaluation des performances d'un

milieu de culture sans aucune protéine animale et supplémenté en peptides de colza.

11.1. Elaberation d'un milien de routine dépourvu de protéines animales

Afin de valider l'utilisation des deux milieux sans sérum que nous avons formulé
antérieurement, 4 savoir e milieu d'intérét et le milieu sans protéine animale, nous avons
étudié leur utilisation lors de propagation & long terme de cellules CHO C5 en la comparant
au milieu de référence. Les cultures sont réalisées dans des flacons de culture statiques avec
un transfert des cellules tous les deux jours pour le milieu de référence et tous les trois jours
pour les milieux supplémentés par la fraction peptidique de colza, et cela pendant une durée

de trois semaines. Les résultats sont regroupés dans la figure VI.10.

Cellules, 10%/mi.

10 15 20
Temps, jours

Figure VI.10 : Propagation des cellules CHO-CS5 en milieu de référence (0), en milieu d'intérét (A ) et en milieu
d'intérét sans protéine animale (x), en flacons statiques.
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1l ressort, tout d'abord, que I'effet promoteur. de croissance et de survie de I’ extrait peptidique
dans le milieu est conservé pendant au moins dix passages. De méme, la propagation des
cellules dans le milieu sans protéine animale est identique, en terme de concentration
cellulaire maximale, & celle réalisée en milieu de référence pendant plus de 21 jours et cela de
facon immédiate, md1quant que l'adaptation des cellules & ce milieu est instantanée. Enfin, les

" deux milieux sans sérum suf)piemen{esi avec la fractlon peptldlque de colza permettent
d'augmenter le laps de temps entre chaque passage puisque seulement un passage tous les
trois jours est nécessaire. Ainsi, dans le milieu de référence les cellules ne peuvent pas étre
maintenues en vie plus de deux jours si le milieu de culture n'est pas renouvelé alors qu'elles
peuvent aisément ['étre lors de la présence de la fraction peptidique. Les peptides de colza
permettent donc probablement de pallier une limitation nutritionnelle du milieu de référence.
Ces milieux peuvent donc étre commodément utilisés en tant que milieux de "routine”
puisqu'ils permettent de réduire le nombre d'interventions, les risques de contamination et les
colits de consommables, mais aussi, la quantité de milieu, paramétre non négligeable lors d'un

usage industriel au cours des phases d'amplification des cellules.
g

IL2: Etudes cinétiques de cultures de cellules CHO C5 en milieu sans protéine
animale supplémenté par des peptides de colza

Suite aux résultats encourageants obtenus lors des cultures réalisées en milieux d'intérét et
sans protéine animale, nous avons étudié et comparé les cinétiques des cellules CHO CS5 dans
quatre milieux de culture : milieu de référence, milieu de référence sans TIB, milieu d'intérét
et milieu d'intérét sans TIB. Pour cela, des cultures discontinues ont été réalisées en flacons
agités de volume utile de 160 mL. Ces derniers ont été ensemencés avec 2.10° cellules/mL.
Les cinétiques de croissance de ces cultures qui ont été précédemment montrées (chapitre IV,

1), seront détaillées et complétées par I'étude du métabolisme des cellules.

11.2.1. Cinétique de croissance de cellules CHO C5 en milieu dépourvu de
protéine animale

La figure VL11 représente I'évolution de la croissance des cellules CHO C5 au cours des

cultures discontinues pour les différents milieux étudiés.
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Les cellules sont incapables de croitre dans le milieu de référence exempt de protéines
animales (B). Dans les cultures réalisées, soit en milieu de référence (A), soit en milieu
dlintérét déplété en protéine animale (C), les cellules viables atteignent une densité maximale
similaire d'environ 5,2.105 cellules/mL. Cependant dans ce dernier milieu, les cellules viables
se maintiennent & cette valeur maximale durant plus de 20 heures et le temps de culture est
doublé. Dans le milieu dintérét (D), la densité maximale atteinte est de 8,8.10° cellules/mL et
est maintenue & ce niveau durant plus de-50 heures. Les phases de croissance sont de 50, 60 et
100 heures respectivement dans le milieu de référence, dans le milieu d'intérét sans protéine
animale et dans le milieu d'intérét. Pour les deux cultures en présence de fraction peptidique
de colza, l'apparition des cellules mortes commence dés le début de la phase de plateau des
cellules viables mais la quantité totale de cellules augmente indiquant que la croissance
continue bien que la densité de cellules viables soit stabilisée. En présence de la fraction de
colza, il existe une phase stationnaire préalable a la phase de déclin cellulaire qui n'existe pas
en absence de cette fraction. Il semble donc que cetie derniére puisse avoir une action
protectrice contre les effets hydrodynamiques préjudiciables dus & l'agitgltion et a l'éclatement
des bulles, dans le cas de cultures en réacteur (Wu, 1995 ; Michaels er al., 1991). Ainsi, la
fraction peptidique pourrait avoir un rdle similaire & celui de certaines molécules du sérum de
veau foetal, ou de certains additifs, tels que le pluronic F68, classiquement ajoutés dans les
milieux sans sérum pour protéger les cellules contre les forces de cisaillement (Jordan et al.,
1994). Cependant, le fait que la mortalité des cellules intervienne moins brutalement en
milieux d'intérét, avec ou sans protéines animales, peut également indiquer que la présence de
la fraction peptidique de colza induise une diminution des phénoménes d'apoptose en palliant

4 une limitation nutritionnelle en glutamine (Simon et Karim, 2002).
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Figure VI.11 : Evolution des concentrations de cellules CHO C5 viables (), mortes (e) et totales (+) en milieu
de référence (A), en milieu de référence sans TIB (13), en milieu d'intérét sans TIB (C) et en milien d'intérét (D),
en flacon agité.

Les. vitesses spécifiques maximales de croissance (figure VI.12.B.a) sont relativement
identiques pour ces trois cultures, elles sont de l'ordre de 0,02 W, Ainsi, le remplacement des
protéines animales par les peptides de colza n'entraine pas la diminution de la vitesse
spécifique de croissance des cellules CHO CS5 ce qui apparait assez surprenant, compte tenu
du r6le des TIB sur le transport et I’assimilation des nutriments par la cellule. En effet,
Maurer (1986) a précédemment constaté que les substituts du sérum, tels que le mélange
transferrine, insuline et albumine, permettaient de maintenir une vitesse de croissance des
cellules importante en favorisant le transport et/ou l'assimilation des nuttiments par la cellule.

Ces résultats ont par la suite été corroborés par Lamotte (1997) pour les cellules CHO C5 qui

186



CHAPITRE VI — ATOUTS DE L.A FRACTION PEPTIDIQUE DE COLZA

a montré que la supplémentation par ces trois protéines d'un milieu sans sérum permettait a
q Y p

cette lignée de conserver une vitesse spécifique de croissance identique a celle obtenue dans

v
o
D
3
=
w
£

un milieu contenant 5% de sérum de veau foetal. Alnsi, nos résultats semblent démontrer que
la fraction peptidique de colza permette également ce transport et/ou cette assimilation des
nutriments par la cellule et de ce fait semblent indiquer qu'elle contient des molécules ayant
des propriétés identiques aux TIB, permettant 4 la fraction, non seulement, de substituer 4 ¢lle
seuleces trois protéines animales, mais-aussi de-conserver la vitesse spécifique de croissance

de ces cellules atteinte en milieu avec sérum.

11.2.2. Métabolisme de cellules CHO C5 en milieu sans protéine animale

La figure VL12 présente 1'évolution de la consommation en glucose et en glutamine et de la
production en lactate et en ions ammonium des cellules CHO CS5 ainsi que celles de leurs
vitesses spécifiques respectives au cours des cultures discontinues pour les différents milieux

étudiés.

Au cours des trois cultures, le glucose, présent & une concentration initiale de 22 mM décroft
parallélement & la croissance cellulaire. I n'est entiérement consommsé que dans la culture
avec le milieu d'intérét du fait d'une densité cellulaire atteinte largement supérieure, Le décés
cellulaire apparait avant cette limitation. Le glucose n'est donc pas a l'origine de la mort des
cellules et ne représente donc pas un facteur limitant de la croissance des cellules. Le
rendement stoechiométrique Yeayge décrivant la capacité 4 former une quantité de cellules par
mole de glucose consommée est plus important en présence de la fraction peptidique de colza
(5.10" cellules/mole en milien d'intérét, 4.10" cellules/mole en milieu d'intérét sans TIB, et
3.10' cellules/mole en milieu de référence). Les valeurs de ce rendement indiquent que les
cellules utilisent plus efficacement le glucose pour la production de cellules dans les milieux
contenant la fraction peptidique d'intérét mais également qu'elles ont besoin d'une quantité
plus faible de glucose pour preduire 10' celiules. La vitesse spécifique maximale de
consommation du glucose est trois fois moins élevée en présence des peptides (0,03 umol/10°
cellules.h pour le milieu d'intérét et le milieu d'intérét sans TIB et 0,09 umol/10° cellules.h
pour le milieu de référence). De ce fait, nous confirmons bien ici les résultats obtenus au
cours de V'expérience de supplémentation avec les acides aminés libres, indiquant que la
fraction peptidique apporte des molécules nécessaires a la synthése du matériel cellulaire, en

permettant I'économie de glucose.
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Figure VI.12: A Croissance (a) et métabolisme des cellules CIIO C5 - glucose (b), lactate (c), glutamine (d),
ions ammonium () - en milieu de référence (), en milien d'intérét sans protéine (x) et en milicu d'intérét (A).

B : Evolution des vitesses spécifiques de croissance (a), de consommation de glucose (b) et de
glutamine (d), de production de lactate (c), et d'ions ammonium (), en milieu de référence (—— ), en milien
d'intérét sans protéine ( =+ == ) et en milieu d'intérét (»wmwm ).
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L'apparition du lactate qui provient en partie de la conversion glycolytique du glucose est
couplée & la disparition du glucose (Zeng et Deckwer, 1995). La valeur finale de la
concentration en lactate est respectivement de 155, 20 et 30 mM pour les cul
milieu de référence, le milieu d'intérét sans TIB et le milieu d'intérét. Cependant, comme nous
l'avons déja remarqué, des concentrations de lactate inférieures a 30 mM ne semblent pas étre
la cause du ralentissement de la croissance cellulaire (Geaugey ef al, 1989 ; Schlaeger et
Schumpp, 1989 ; Lao et Toth, 1997). Les vitesses spécifiques maximales de production du

lactate sont relativement similaires pour les trois cultures (0,07 umol/10° cellules.h).

La glycolyse alimente le cycle de Krebs par l'intermédiaire du pyruvate mais cette voie
d'utilisation du glucose est relativement faible par rapport a la formation de lactate. La
quantité de mole de glucose transformée en lactate peut étre évaluée par le calcul du
rendement lactate/glucose qui est égal & 2 moles/mole lorsque tout le glucose est transformé
en lactate. Ce rendement permet ainsi d'évaluer la perte d'énergie a I'entrée du cycle de Krebs.
Dans nos cultures, les rendements Yiacge sont de 1,2, 1,3 et 1,4 moles/mole respectivement
pour le milieu de référence, le milieu d'intérét sans protéine animale et le milieu d'intérét
indiquant une transformation moyenne de 60, 65 et 70% de glucose en lactate. Ces résultats
peuvent s'expliquer par le fait qu'en présence de la fraction peptidique d'intérét, les cellules
disposent de monomeres, nécessaires & la constitution de la biomasse cellulaire, présents dans
la fraction et out donc un besoin énergéiique et carboné pius faible.

Le profil de consommation de la glutamine dans les cultures est reporté dans la figure
VI.12.A.d. Sa concentration initiale de 4 mM décroit, tout comme le glucose, de maniére
inversement proportionnelle & la croissance cellulaire jusqu'a s'annuler. La glutamine ne
semble pas, non plus, étre a l'origine de la mort des cellules, ni étre un facteur limitant leur
croissance. La vitesse de consommation de la glutamine est un peu abaissée par l'ajout de la

a
tidique dans le m

cellules.h dans le milieu de référence, le milieu d'intérét déplété en TIB et le milieu d'intérét).
Le rendement stoechiométrique Yeensgn décrivant la capacité a former une quantité de cellules
par mole de glutamine consommée est plus élevé dans le cas des lignées cultivées dans le
milieu d'intérét (1,8.10” cellules/mole en milieu dintérét, et 1,4.10"" cellules/mole en milieu
d'intérét sans TIB et en milieu de référence). Ainsi, le milieu d'intérét, qui contient 4 la fois la
fraction de colza et des protéines animales, permet aux cellules d'utiliser plus efficacement la

glutamine. Cependant, la fraction peptidique seule n'est pas suffisante pour obtenir la méme
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conclusion. Ces résultats sont en accord avec ceux de Sanfeliu es al. (1996) qui ont montré
que les effets promoteurs de croissance de différents suppléments (acides aminés, vitamines,

sérum) aux milieux de cuiture étaient cumulatifs.

La production des ions ammonium est couplée a la consommation de la glutamine car ils
proviennent majoritairoment de la désamination de la glutamine en glutamate. Leur
concentration initiale est [égérement plus élevée dans les milieux supplémentés en fraction
peptidique de colza en raison d'une dégradation probable de certains acides aminés ou
peptides de la fraction d'intérét. La valeur finale de la concentration en ions ammonium est
respectivement de 2, 4 et 6 mM pour les cultures dans le milieu de référence, le milieu
d'intérét sans TIB et le milieu d'intérét. Comme le lactate, ces ions ont un effet inhibiteur
potentiel lorsqulils sont présents en quantité importante dans le milieu de culture, en
provoquant une acidification du cytoplasme et en réduisant la croissance cellulaire (Martinelle
et Higgstrom, 1993). Cependant, Schlaeger et Schumpp (1989) ont montré que des
concentrations minimales de 8 & 10 mM étaient nécessaires pour inhiber de 50% la croissance
des cellules CHO. De plus, Lao et Toth (1997) ont, quant & eux, révélé que la présence de 10
mM d'ammonium n'inhibait pas la croissance de cellules CHO. Aussi, nous pouvons penser
que dans notre cas, la production des ions ammonium n'est pas & l'origine de la mort des
cellules. La vitesse spécifique maximale de production des ions ammonium est augmentée par
ia présence de peptides de colza dans Ie milieu de culture. La présence d'une quantité plus
importante de ces ions couplée 4 une vitesse spécifique de production plus élevée dans le cas
des cultures supplémentées par notre fraction peptidique provient sans doute d'une utilisation
par les cellules d'autres acides aminés que la glutamine ou encore, de la consommation des

peptides apportés.

11.2.3. Production d'TFN par les cellules CHO C5 en milieu sans protéine animale

La figuie V113 pidsenie les 1¢suliais concernant ia production d'IFN-Y au cours de cultures
discontinues dans trois milieux différents. L'interféron-gamma s'accumule dans le milieu de
culture exclusivement pendant la phase de croissance cellulaire. Les concentrations
maximales atteignent respectivement 650, 1000 et 2600 pg/L dans le milieu de référence, le
milieu d'intérét sans TIB et le milieu d'intérét. Ces résultats indiquent clairement que, non
seulement, le milieu sans protéine animale n'inhibe pas la production dinterféron-y, mais

aussi, qu'il permet de quasiment doubler la quantité finale comparée a celle obtenue avec le
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milieu de référence. Dans le milieu sans protéine animale, cette augmentation de
concentration en interféron est la résultante d'un maintien en vie des cellules durant une
nérinde plus longne. En effet, contrairement 4 la culture en milieu dlintérét, il n'y a pas

d'augmentation de la vitesse spécifique de production de I'IFN-y.
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Figure VI.13 : Croissance (a), production d'TFN (b) et évolution des vitesses spécifiques de production (c) au
cours de cultures discontinues de cellules CHO €5 réalisées dans du milien de référence (o , ), du milieu
d'intérét sans TIB (x,— =) et du milieu d'intérét (A, =nsss),
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Cette partie avait pour objectif de valider I'intérét potentiel d'un milieu simple, dépourvu de
protéines animales, mais enrichi en peptides de colza. Dans un premier temps, nous avons
montré son application pour la conservation et la propagation de routine des cellules. Puis, au
cours de cultures en mode agité, nous avons pu comparer son impact sur les performances de

croissance et de production ainsi que sur le métabolisme des cellules CHO, a celui des
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milieux contenant des protéines animales. Les principales conclusions sont résumées dans la_

figure V1.14.

Xmax
Phase stationnaire & Xy max

/ IJmax 4_»
Durée de la culture -~

/ milieu de référence Utilisation du glucose + efficace
IFN!TIEU\' /

MILIEU < QN max <> Mais maintenu plus longtemps
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/ milieu d'intérét Kimax X
" Phase stationnaire 4 Xy max 4
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Validation d'un milien de culture sans sérum et sans proiéine animale dont

l'utilisation en culture de cellules animale présente de nombreux avantages

réduit au maximum les risques de contamination des milieux de culture par des
molécules d'origine animale ;

composition trés simple et "quasiment" définie ;
permet une croissance et une production des cellules légerement supérieures &
celles obtenues en milieu sans sérum de référence ;

utilisable en tant que milieu d’entretien ;

facilite I'étape de purification des molécules recombinantes,

Figure VI.14 : Caractéristiques et intérét du milien sans nroféine animale enrichi en paptides de oolzg, au cours
de cultwes discontinues de cellules CLIO C5, en flacons agités.
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IIL Capacité de la fraction peptidique de colza 4 supporter I'extrapolation a
1'échelle du bioréacteur

La transposition des résultats obtenus dans des systémes de culture & petite échelle 4 des
systémes de culture de plus grande échelle, tout en conservant le méme niveau de
performances, peut étre problématique. En effet, dans un réacteur de grande taille,
mécaniquement agité, les cellules peuvent notamment étre exposées a des stress mécaniques
plus importants. C'est pourquoi, il peut s'avérer utile d'analyser plus précisément le

comportement cellulaire dans divers systémes de culture.

Comme nous l'avons présenté au cours des chapitres précédents, l'ajout de 4 g/L. de la fraction
peptidique de colza dans un milieu de culture sans sérum a été testé dans différents systémes
de culture : systémes de cultures statiques (plaques 96 puits, Vu =200 pL et flacons statiques,
Vu =5 4 30 mL), des systémes de cultures agitées (fioles d'erlenmeyers, Vu = 50 mL - et
flacons agités, Vu = 160 mL) et enfin un bioréacteur agité mécaniquement (Vu = 1,2 L). Le
bioréacteur est le systéme le plus proche de la plupart des conditions de cultures utilisées en
milieu industriel, car il permet & la fois le suivi et le contrdle en ligne des différents
paramétres opératoires de la culture (pH, température, vitesse d'agitation et oxygéne dissous),
tout en assurant une homogénéisation du milieu par agitation mécanique. Quel que soit le
systéme et I'échelle de culture, l'effet promoteur de croissance cellulaire et de production de la
protéine recombinante induit par fraction peptidique sur les cellules CHO a toujours été

observe.

Pour ce chapitre, nous nous proposons de comparer le comportement de cellules CHO en
flacon agité (Vu = 160 mL) et en réacteur (Vu = 1,2 L), en analysant de fagon plus détaillée
les cinétiques de croissance mais aussi de métabolisme des cellules en milieu d'intérét. Les

résultats cinétiques sont présentés dans la figure VI.15.
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111.1. Cinétiques comparées de cultures en flacon agité et bioréacteur en présence
de la fraction peptidique de colza

II1.1. Comparaison de la croissance et du métabolisme cellulaire, en milieu
d'intérét, pour différentes échelles de culture

La densité cellulaire maximale atteinte est légérement supérieure lors de la culiure en
réacteur. En effet, aprés 100 heures de culture, elle est de 12,2.10° cellules/mL alors qu’elle
n'est que de 8,4.10° cellules/mL en spinner. Dans les deux cultures, une phase plateau
d'environ 50 heures est retrouvée. La culture est légérement moins longue en réacteur (180
heures au lieu de 230 heures). Cependant, la vitesse spécifique de croissance des cellules se
maintient & sa valeur maximale durant une période de 80 heures en réacteur alors qu'elle
diminue de fagon légére mais progressive au cours du temps en flacon agité. Pour ces deux
cultures réalisées avec le milieu d'intérét, la vitesse spécifique de décés cellulaire (kq)
augmente a partir de 140 heures de culture, et ce, de maniére beaucoup plus rapide pour la
culture en réacteur (figure VL16). Cette différence peut provenir des contraintes de
cisaillement plus importantes dans le réacteur que dans le flacon agité du fait, d'une part, du
systéme d'agitation, et, d'autre part, du mode d'aération par bullage d'air enrichi. En effet, lors
de la culture en bioréacteur, a 140 heures, la concentration de glucose est trés faible rendant

fes cellules plus fragiles, du fait d'un état physiologique amoindri.
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Figure VL.15: A Croissance (a) et métabolisme des cellules CHO CS - glucose (b), lactate (c), glutamine (d),

ions ammonium (e) ~ lors de cultures discontinues réalisées en flacon agité (viables, o ; mortes, 0 ) ou en

réacteur (viables, A ; mortes, m)

B : Evolution des vitesses spécifiques de croissance (a), de consommation de glucose (b) et de
glutamine (d), de production de lactate (c), et d'ions ammonium (e), des cellules CHO C5 lors de cultures
discontinues réalisées en flacon agité (——) ou en réacteur (+++s++),
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Figure V1.16 : Evolution des vitesses spécifiques de déceés des cellules CHO C5 lors de cultures discontinues en
milieu d'intérét, réalisées en flacon agité (——) ou en réacteur (= -).

Le glucose, présent & une concentration initiale de 22 mM est totalement consommé en 160
heures pour la culture en réacteur et en 200 heures pour celle en flacon agité. La vitesse
spécifique maximale de consomimation du glucose, présente une évolution semblable mais est
légérement supérieure en flacon agité (0,03 pmol/ 10° cellules.h) par rapport au réacteur (0,02
pmol/ 10° cellules.h). Le rendement stoechiométrique (Yceige) st plus élevé lors de la culture
effectuée en réacteur (9.10'° cellules/mole) qu'en flacon agité (5.10" cellules/mole). Ainsi,
une utilisation plus efficace du glucose pour la production de celiules, est mesurée, dans la
culture en réacteur. Bien que la quantité finale de lactate produit soit similaire dans les deux
systémes de culture (30 mM), la vitesse spécifique maximale de production du lactate est plug
élevée en flacon agité (0,07 pmol/10° cellules.h) qu'en réacteur (0,03 pmol/10° cellules.h). Le
endement lactate/glucose est supérieur lors de la culture en spinner (1,4 contre 1,2 en
réacteur). Ces données vont dans le sens d'une production de lactate 1égérement accélérée en
début de culture en flacon agité. Celle-ci peut notamment s'expliquer par une limitation en
oxygene des cellules dans de tels systémes. En effet, lors d'une limitation en oxygéne, la
capacité des cellules & réoxyder les cofacteurs réduits par la chalne respiratoire est diminuée.
De méme, certaines réactions enzymatiques du cycle de Krebs ou conduisant & ce cycle, telle
que, par exemple, celle de la pyruvate deshydiogénase peuvent &lic ialeniies. Alnsi, la vole
nduisant & la formation de lactate & partir du pyruvate grice & i'action de la

lactate déshydrogénase est utilisée pour réoxyder le NADH.,
La glutamine, présente & une concentration initiale de 4 mM est totalement consommée aux

alentours des 150 heures pour les deux cultures. De la méme fagon que pour le glucose, la

vitesse spécifique maximale de consommation est ptus élevée en flacon agité (0,012 umol/10°
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cellules.h) qu'en réacteur (0,07 pmol/ 10° cellules.ii) bien que I’évolution de cette vitesse reste
similaire pour les deux cultures. Le rendement stoechiométrique (Yeeigl) est plus élevé en
réacteur (3,4.10" cellules/mole) quen flacon agité (1,7.10"" cellules/mote). Une utilisation
plus efficace de la glutamine pour la production de cellules, est donc mesurée, dans la culture
en réacteur. Les ions ammonium sont produits en quantité légérement plus élevée en flacon
agité. De méme, la vitesse spécifique maximale de production des ions ammonium est plus
glevée en flacon-agité-(0,012 pmol/10*cellules.h) qu'en réacteur (0,006 pmol/10° cellules.h),
bien que les rendements globaux ions ammonium/glutamine soient relativement similaires

(1,1 en flacon agité et 1,2 en réacteur).

II1.1.2. Comparaison des performances de production cellulaire, en milieu
d'intérét, pour différentes échelles de culture

La figure V117 présente les résultats cinétiques de production d'interféron-gamma au cours
des deux cultures réalisées en flacon agité et en réacteur. Dans les deux cas, l'interféron-
gamma s'accumule dans le milieu de culture exclusivement pendant la phase de croissance
cellulaire. La concentration maximale atteinte est supérieure lors de la culture en réacteur,
3500 pgf/L, contre 2600 pug/L en flacon agité. Cependant, les vitesses spécifiques maximales
de production sont relativement similaires (7-8 ng/10°cellules h). La quantité d'interféron plus
importante en réacteur est donc simplement la conséquence d'une densité cellulaire maximale
plus élevée. Enfin, on notera que la protéine produite n'est pas dégradée au cours du temps.
Cette observation confirme les résultats obtenus par Mols ez al. (2005). En effet, ces demiers
ont montré que les peptones végétales utilisées pour supplémenter des milieux de culture sans
sérum et sans protéine pouvaient avoir un rdle inhibiteur de protéases, présentes dans le
surnageant de culture, permettant d'éviter ainsi la dégradation des protéines produites. Ainsi,
l'extrapolation de la culture & 1'échelle du réacteur, dans un milieu supplémenté avec notre
fraction peptidique ne compromet pas la production, ni la qualité de la protéine recombinante

produite.
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Figure VI.17 : Croissance (a), production d'IFN (b) et évolution des vitesses spéeifiques de production (c) au
cours de cultures discontinues de cellules CHO C5 réalisées dans un flacon agité (o, ) ou dans un réacteur
(A, s,

IiL.2. L'utilisation du milieu d'intérét est-elle extrapolable & 1'échelle industrielle ?

En vue d'une utilisation industrielle, un autre aspect doit étre pris en compte : la production de
la fraction peptidique de colza en grande quantité. Dans ce but, deux éléments majeurs
doivent étre étudiés : l'extrapolation. du procédé de production de la fraction mais aussi la

disponibilité en matiére premisre, c'est-a-dire en tourteau de colza.

Le procédé de production utilise principalement des procédés membranaires. En effet, il a été
congu de maniére a ce qu'il soit facilement extrapolable. Ainsi, les membranes planes utilisées
pour ['ultrafiltration 1 kDa et 3 kDa ont une conformation aisément transposable & I'échelle
industrielle et présentent de plus l'avantage de pouvoir étre disposées en série ce qui permet
d'augmenter la surface filtrante. Concernant l'usage de membranes spiralées (nanofiltration),

elles sont déja couramment utilisées & grande échelle, en industrie pharmaceutique. Leur
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exirapolation ne pose donc pas de difficulté particuliére. Enfin, un autre avantage du procédé
utilisé est qu'il ne contient pas d'étape de chromatographie, généralement plus difficile &

extrapoler.

Concernant la disponibilité en matiére premiére, un dernier point devait étre évalué : quelle
serait la quantité de tourteau de colza 4 hydrolyser pour produire 40 kg de fraction peptidique
de colza, soit la-quantité nécessaire pour supplémenter-10-000 L de milieu-de culture-?--

La figure V118 démontre ainsi que 2500 kg de tourteau de colza sont nécessaires pour
produire 40 kg de fraction peptidique.

En 2003, 3,3 millions de tonnes de colza ont été produites en France (CETIOM, 2004). Aussi,
l'approvisionnement en matiére premiére ne constitue manifestement pas un frein 3 la

production de la fraction peptidique.

Finalement, il semble donc que la production de la fraction peptidique de colza soit

objectivement réalisable dans des conditions et des quantités "industrietles”.
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TOURTEAU DE COLZA

2500 kg
33% de protéines — 828 kg

Ixtraction basique
& Rdt=25% — 207 kg
g

Concentrat

Hydrolyse enzymatique
% Rdt=90% — 186 kg
A 4

Hydrolysat
Précipitation acide pH 4

=~ Rdt=80% — 149kg
y

Y
Surnageant

Ultrafiltration 3 kDa
= Rdt=85% — 127 kg
A

Y
Perméat

Nanofiltration 500 Da
% Rdt=9%% — 114 kg

v
Rétentat
Ultrafiltration 1 kDa
> Rdt=35% - 40kg

Fraction peptidigue de colza
40 kg

Figiure VI.18 : TEstimation de la quantité de tourteau de colza & fournir pour produire 40 kg de fraction
peptidique, nécessaire 4 la réalisation de 1000 L de milieu de culture pour cellules animales.

T111.3. Conclusion

Le tableau V1.2 résume les principales différences observées lors de l'extrapolation des
cultures, & 1'échelle du bioréacteur, avec les cellules cultivées dans le milieu d'intérét,

composé du milieu de référence simple, additionné de la fraction peptidique de colza.
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Tableau V1.2 : Comparaison de la croissance et du métabolisme des cellules CHO cultivées en milieu d'intérét
(référence + peptides de colza) entre une culture en bioréacteur et une culture en flacon agité.

Au vu des résultats portant sur la croissance, le métabolisme et la production des cellules
CHO cultivées dans le milieu d'intérét, a deux échelles différentes, il apparait que ce milieu
peut étre utilisé & I'échelle du bioréacteur sans comprometire ses effets promoteurs de
croissance et de production observés 4 petite écheile. Au coniraire, on assiste méme &
l'obtention d'une concentration plus élevée en cellules et en interféron et 4 une légére
amélioration de l'efficacité du métabolisme énergétique des cellules en bioréacteur,
probablement en raison d'une oxygénation mieux contrlée. De plus, méme si les
cisaillements plus importants en bioréacteurs induisent une mort cellulaire plus rapide en fin
de culture, ils ne compromettent pas les atouts de la fraction peptidique de colza.

Enfin, nous soulignerons le fait que la production de la fraction peptidique de colza en grande
quantité semble étre réaliste. En effet, le tourteau de colza est actuellement largement
disponible et le procédé de fractionnement semble pouvoir étre extrapolé sans difficulté

majeure. Ainsi, I'utilisation 4 I’échelle industrielle de la fraction peptidique de colza parait

envisageable,
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1V. Autres atouts de la fraction peptidique de colza

IV.1. Effet cryoprotecteur

Comme nous l'avons explicité dans la partie bibliographie, afin d'éviter toute évolution et
modification des caractéristiques propres a chaque lignée cellulaire, des banques de cellules
_congelées. doivent étre réalisées. Les milieux _de congélation _classiquement utilisés...-
contiennent entre 20 et 50% de sérum et 10% de DMSQ. Cependant, dans le cas de cellules
cultivées en milieu dépourva de sérum, il est préférable que ce dernier soit supprimé du

milieu de congélation, ce qui peut comprometire la viabilité des celiules aprés conggélation.

Les cellules CHO C5 sont actuellement conservées dans du milieu sans sérum supplémenté
par 10% de DMSO. Cependant, leur remise en culture s'avére difficile et longue. Aussi, dans
le cadre de notre travail, nous avons examiné l'effet potentiellement cryoprotecteur de notre
fraction peptidique de colza. Pour cela, nous avons congelé des cellules CHO C5, d'une part,
dans le milieu de référence supplémenté avec 10% de DMSO et, d'autre paﬁ, dans notre
milieu d'intérét supplémenté avec 10% de DMSO (soit, le milieu de référence + 4 g/L de
fraction peptidique de colza + 10% de DMSO). Aprés une période plus ou moins longue de
stockage dans l'azote liquide, les cellules ont été décongelées et leur viabilité cellulaire a été
suivie au cours des jours suivant la remise en culture dans des flacons de Roux.

obtenus sont présentés dans le tableau V1.3,

Durée de la période de stockage a -196°C
1 semaine 1 mois 5 mois
Temps . écoulé apres
décongélation et remise en; 0 1 2 4 0 1 2 4 0 1 2 4 6
culture (jour)
Viabilité % Référence 61 44 60 81 | 46 33 36 65 {44 34 36 53 72
Colza 64 52 56 85 ! 58 46 55 .74 {39 38 45 68 92

Tableau V1.3 : Evolution de la viabilité cellulaire lors de la décongélation de ceilules CHO C5.

Ces résultats montrent que la présence de la fraction peptidique de colza facilite la reprise de
la croissance pour des temps de congélation supérieurs 4 un mois. En effet, aprés six jours de
remise en culture, la viabilité des cellules congelées cing mois dans le milieu d'intérét est
supérieure de 20% & celle observée pour les cellules congelées dans le milieu de référence.
Ainsi, l'ajout de peptides de colza dans le milieu de culture sans sérum, permet une

conservation et une décongélation des cellules plus efficaces. De plus, les cellules peuvent
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Trois flacons agités ont été ensemencés avec 2.10° cellules/mL et la corcentration cellulaire a
été mesurée aprés 80 heures de culture. Dans les trois cas, une densité cellulaire maximale
similaire (6.10° cellules/mL) a été atteinte. Ces résultats préliminaires permettent donc d'tre
confiant quant & la répétabilité du procédé d'hydrolyse et de fractionnement. Ils viennent aussi
corroborer 1'hypothése émise par Schlaeger (1996) selon laquelle des étapes d'ultrafiltration
-assurent la-reproductibilité des-propriétés stimulatrices-de-la-croissance-des-peptides;-et-plus
particuliérement, dans son cas la reproductibilité de I'action de différentes solutions stock de
Primatone. De méme, Sung e¢f al. (2004) n'ont observé aucune variation significative dans la
capacité de différents lots d'hydrolysats de levures & augmenter la production protéique de
cellules CHO.
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V. Conclusion

Les différents atouts que présente "utilisation de la fraction peptidique de colza, au cours des
différentes étapes d’un procédé de culture cellulaire, qui ont été mis en évidence dans ce

chapitre, sont résumés dans la figure VI.21.

PROCEDE D’OBTENTION.

“Tourtedu de Colza. ——— » FRACTION PEPTIDIQUE DE COLZA

Disponibilté ? Extrapolation ? %

Répétabilité 7

Stérilisation ?

filtration

Cryoconservation des cellules ? |

Adaptation au milieu sans sérum ?

Adaptation au milieu sans sérum
et sans protéine animale

Exirapolation 7

Y

DIFFERENTES ETAPES D’UN PROCEDE
DE CULTURE DE CELLULES

Tigure VI.21 : Principaux atouts de la fraction peptidique de colza, au cours des différentes étapes d’un procédé
de culture cellulaire,

Ces . résultats montrent que lutilisation .de fa fraction peptidique de colza présente de
nombreux avantages. Ainsi, en plus de ses capacités promotrices de croigsance et de
production et de son potentiel & augmenter la survie cellulaire, cette fraction de colza permet
également, (i) de cryoconserver les cellules dans des conditions sans sérum et de faciliter leur
remise en culture, (ii) d'adapter différentes lignées cellulaires industrielles a des milieux trés
simples sans sérum et/ou sans protéine animale, (iii) et de cultiver les cellules dans plusieurs
systémes et échelle de culture. En outre, sa stérilisation peut-étre effectuée sans distinction,

soit par autoclavage, soit par filtration, sans altérer ses différentes propriétés.
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Le milieu de congélation sans sérum ainsi formulé est d’un intérét particulier pour conserver
les lignées cellulaires cultivées sans sérum pour la production de produits thérapeutiques
grice A la possibilité de réaliser un procédé entidrement sans sérum : cryoconservation,

décongélation, croissance des cellules, production des protéines recombinantes, purification.
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L’emploi du sérum de veau fetal, le supplément le plus largement utilisé pour la culture de
cellules animales, présente différents inconvénients dont le principal est le risdue de
contamination du milieu de culture par des agents pathogénes d’origine animale. Aussi, .
I"utilisation de milieux sans sérum et/ou sans protéine est devenu.[>un des objectifs majeurs &
atteihdre pour la production de pfotéines thérapeutiques par des cellules de mammiféres. Le
principal frein au- développement de tels milieux, réside dans le fait que la croissance
cellulaire, mais aussi la production en protéines recombinantes, sont généralement beaucoup
plus faibles dans ces conditions que lors de cultures réalisées en milieux supplémentés en
sérum de veau feetal et de plus que ces milieux possédent trés souvent une formulation
complexe. C’est dans ce contexte'que se place l'objectif général de ce travail. En effet, au
cours de cette étude, nous avons formulé un milieu sans sérum, permettant, non seulement,
d'atteindre et de maintenir une croissance et une production cellulaire élevées, mais aussi, de
réduire de fagon maximale les risques de transmission d’agents pathogénes d'origine animale.
Pour cela, nous avons étudié un procédé de culture en masse de cellules animales en présence

de fractions peptidiques végétales, issues de tourteaux de colza.

Dans un pfemier temps, différentes fractions peptidiques ont été générées grice & I'utilisation
d’un procédé de fractionnement membranaire permettant d'obtenir divers mélanges de petits
peptides, a partir d'un hydrolysat enzymatique de tourteau de colza: Chaque fraction a alors
été caractérisée et son action sur la croissance de cellules CHO a été étudiée. Une fraction
présentant des propriétés promotrices de croissance particuliérement intéressantes a ainsi été
sélectionnée. La croigsance, la production et le métabolisme des cellules en présence de cette
fraction ont alors été étudiés plus précisément afin de mieux comprendre son mode d’action
spécifique. Enfin, les atouts de cette fraction peptidique de colza, au cours des différentesv

étapes d’un procédé de culture, ont été recherchés.
.Parmi les résultats obtenus au cours de ces travaux, nous avons dégagé ci-dessous une
synthése des messages essentiels et des contributions qui sont apparues comme les plus

originales.
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Obtention et caractérisation de fractions peptidiques de colza.

L'hydrolyse des protéines de colza réalisée par I'dlcalase® 2.41 écarte tout risque de
transmission d'agents pathogénes d'origine animale.

L'Alcalase® 2.4L, une enzyme d'origine microbienne et possédant un large spectre de coupure,

sans grande spécificité, a permis de générer un hydrolysat riche en peptides de petite taille.

Le procédé de fractionnement membranaire constitue une étape essentielle & l'vbtention de
fractions peptidiques de diverses compositions.

Le procédé de fractionnement membranaire utilisé permet de purifier I'hydrolysat afin d'en
améliorer ses propriétés fonctionneiles ou biologiques et d'obtenir des fractions peptidiques
dont la composition est mieux maftrisée. De plus, ce procédé est simple et facilement
extrapolable. Ce procédé nous a permis d’obtenir cinq fractions peptidiques possédant
chacune une composition propre, en terme de quantité, de nature, de taille et de charge des
peptides, de quantité et de nature des acides aminés et de présence plus ou moins importante

d'autres composés tels que les polyphénols.

Evaluation d'une nouvelle source de peptides végétaux, le tourteau de colza.

Les fractions peptidiques de colza présentent des effets variés sur la croissance des cellules
CHO, en milieu sans sérum.

La supplémentation d'un milieu de culture sans sérum par différentes fractions peptidiques de
colza a montré que leur action sur la croissance des cellules CHO était fonction des
caractéristiques propres a chaque fraction ; certaines favorisent, d’autres inhibent et d’autres
encore, n’ont aucun effet significatif sur la croissance cellulaire. Ainsi, un effet 1étal a pu étre
observé suite & I'ajout de la fraction peptidique contenant la quantité la plus élevée de
polyphénols. De plus, une quantité trop importante de petits peptides semble induire un effet
inhibiteur de croissance. Enfin, un fort pourcentage en matiére azotée par rapport 4 la matiére
peptidique totale et une matiére azotée constituée de peptides appartenant & une gamme de
taille relativement large apparaissent comme deux des paramétres essentiels 4 I’ obtention d'un
effet promoteur de croissance. Grice & ces résultats nous avons donc pu démontrer
l'importance de disposer d’un mélange peptidique ne contenant pas uniquement des trés petits

peptides.
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Une étape de. sous-fractionnement, par chromatographie d'exclusion de taille permet de
mieuy cibler lu gamme de taille des peptides bioactifs.

Gréce 4 un sous-fractionnement de la fraction peptidique de colza, il a pu étre mis en évidence
que c'étaient les peptides de taille comprise entre 500 et 1000 Da qui étaient responsables de
l'effet promotéur de croissance. L'utilisation d'une telle sous-fraction perrhet a la fois

d'accroftre la définition du milieu de culture, de minimiser les potentielles variations

~ “d'activités de lot-a-lot mais aussi de faciliter la purification des protéines recombinantes. -
Meétabolismes des cellules CHO C5 producirices d'IFN-y dans un milieu de culture
simple, supplémenté par une fraction peptidique de colza.

La supplémentation d'un milieu de culture peu riche, par une fraction peptidique de colza,
influence positiveiment les performances cellulaires.

La supplémentation du milieu de culture par la fraction peptidique de colza a eu un effet
positif trés marqué sur la croissance et la production des cellules CHO C5 cultivées en milieu
sans sérum, doublant la densité cellulaire maximale, triplant la production protéique et

ralentissant fortement le déclin cellulaire.

Selon leur taille, les peptides de colza ont un réle d'upport en acides aminés ou de facteurs de
croissance.

. Nous avons montré que pour la méme quantité en chaque acide aminé, il est nécessaire que
ceux-ci soient présents sous forme de "grands" peptides pour que I'effet stimulant sur la
croissance et la production cellulaire soit observé. Par contre, le ralentissement de la mort
cellulaire semble résulter de I'enrichissement "nutritionnel" de la fraction peptidique par son

apport en acides aminés libres et en "petits" peptides (di- et tripeptides).

Le métabolisme central est ralenti lors de l'utilisation de la fraction peptidique de colza.

Les vitesses spécifiques de consommation -et de production de différenis métabolites sont
abaissées lors de la supplémentation du milieu de culture par la fraction peptidique de colza.
De méme, une diminution de l'activité de la pyruvate carboxylase, une enzyme anaplérotique
clg, intervenant dans le métabolisme du glucose, a pu étre mise en évidence. Il est ainsi apparu
que la fraction peptidique apportait aux cellules des nutriments supplémentaires, sous forme
d'acides aminés libres et-de di- et tripeptides Iui permettant d'économiser I'énergie qu'elle
utilise habituellement pour les synthétiser et donc lui permettant de réduire de fagon globale,

son métabolisme central,
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L'effet stimulant de la fraction peptidique ne résulte pas des polyphénols présents.

L’acide sinapique seul, polyphénol majoritaire dans le colza, ne semble pas jouer un rble
majeur dans l'activité promotrice de croissance de la fraction peptidique de colza. En effet,
l'ajout d'acide sinapique dans le milieu de culture n'a pas induit d'augmentation de la densité
cellulaire maximale. Cependant, un effet permettant de diminuer la vitesse spécifique de

décés; favorisant la survie cellulaire ne peut étre écarté.

Intéréts supplémentaires de la fraction peptidique de colza.

L'adaptation a la croissance en milien suns sérum est fucilitée pour différentes lignées
cellulaires utilisées en milieu industriel.

L’adaptation de cellules animales 4 la croissance en milieu sans sérum est une des
préoccupations majeures des industriels. Or, nous avons montré que grice a la
supplémentation de milieux sans sérum, méme trés simples, par la fraction peptidique
végétale, cette adaptation était non seulement réalisable mais de plus relativement aisée pour
diverses lignées cellulaires industrielles. Sans la présence de la fraction peptidique de colza,
Padaptation fut un échec. Il est ainsi apparu que la fraction peptidique de colza utilisée
présentait un spectre d'action étendu sur plusieurs lignées cellulaires, lui conférant alors un
avantage primordial par rapport 4 d’autres suppléments de milieux sans sérum existants, qui

sont souvent "cellule-spécifique” et dont la formulation reste trés compiexe, voire inconnue.

La croissance et la production des cellules NSO sont fuvorisées par la supplémentation de
leur milieu de culture par la fraction peptidique de colza.

Les résultats obtenus avec les ceflules NSO montrent, non seulement, que Paction de la
fraction peptidique de colza n’est pas spécifique & un seul type cellulaire, mais aussi, que son

ajout, méme dans un milieu de culture commercial plus riche et dont la composition a déj

f=N
a

préalablement été optimisée, permet encore d'améliorer les capacités de croissance et
production des cellules cultivées. Ces conclusions constituent des atouts supplémentaires

quant 4 l'utilisation des peptides de colza.

La fraction peptidique de colza permet la formulation d'un milieu complétement exempt de
protéine animale.
Depuis ces cing dernieres années, le défi industriel majeur réside dans la formulation d’un

milieu totalement exempt de protéine animale. Nous avons montré qu'un milieu RPMI enrichi
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uniquement en peptides de colza et en quelques éléments traces ne diminuait en rien la
croissance cellulaire et 1a production en protéines recombinantes par rapport & un milieu sans
sérum classique, tout-en facilitant la purification des produits obtenus. Ce miliey, s'il présente
un intérét industriel évident, peut également étre utilisé favorablement pour la propagation et
'entretien des cellules. Dans ce cas, il permet, non seulement, d'atteindre des densités

cellulaires maximales similaires & celles obtenues dans un milieu sans sérum classique, mais

" aussi, d'aceroitre Ia viabilité des cellules qui nécessitent alors des passages moins fréquents.
Enfin, la composition particuliérement simple et connue de ce milieu limite les problémes

rencontrés avec la plupart des milieux commerciaux,

Les peptides de colza facilitent la cryoconservation des cellules.

Le milieu de culture d'intérét, sans sérum, que nous avons formulé peut également étre utilisé
en tant que milieu de congélation. En effet, il permet la conservation des cellules sans ajout de
sérum de veau fostal tout en permeftant une reprise de croissance plus rapide aprés des

congélations,

L'effet promoteunr des peptides de colza est indépendant du systéme et de l'échelle de culture.

L’influence positive de la fraction peptidique de colza a pu étre retrouvée, quel que soit le
systéme, et quel-que soit I’échelle de culture employés. Ainsi, cette fraction devrait pouvoir
étre utilisée dans le cadre de la production de protéines recombinantes a 1'échelle industrielle,
avec des cellules adhérentes ou en suspension, y compris dans des systemes agités générateurs

de contraintes de cisaillement plus importantes sur les cellules.

Liintérét de la fraction peptidique se maintien aprés stérilisation.

La fraction peptidique de colza peut-€tre stérilisée par de multiples filtrations 0,2 pm ou par
autoclavage sans que l'activité de la fraction n'en soit modifiée. Ainsi, selon les exigences
spécifiques 4 chaque culture, la fraction peptidique de colza pourra étre réalisée de fagon

adéquate sans crainte d’une variation dans son activité.
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PERSPECTIVES

Les travaux présentés dans cette étude ont fait ressortir plusieurs points qui mériteraient d’étre
approfondis pour, d’une part, mieux comprendre le mode d’action de fractions peptidiques
végétales sur Ia croissance, e décés, le métabolisme et Ia production de cellules animales et,

"d’aufre part, pour encore optimiser leur utilisation.

Un fractionnement plus poussé de la fraction peptidique de colza permettrait sans doute de
mieux comprendre la ou les natures des différentes activités (promotion de la croissance, de la
production, ralentissement du décés cellulaire) des peptides de colza. Pour cela, la fraction
peptidique d’intérét de colza pourra étre fractionnée par différentes méthodes
chromatographiques et I’activité des "sous-fractions" en résultant devra étre vérifiée gréce &
des supplémentations du milieu de culture de cellules animales, d’une part, avec chaque
"sous-fraction" et également, avec différentes combinaisons de celles-ci. Ainsi, il pourrait étre
mis en évidence, non seulement, une, ou des activités biologiques spécifiques, soit d'un
unique peptide, soit de la combinaison de plusieurs peptides. De plus, cette identification plus
précise des peptides biologiquement actifs devrait permettre de progresser vers des milieux de
culture, dénués de composés d’origine animale et mieux définis, indispensables pour la

maitrise des risques dans les procédés pharmaceutiques.

Par la suite, une étude détaillée du métabolisme des cellules en présence des peptides de colza
pourrait également apporter des informations essentielles & la compréhension du mode
d’action de ces peptides végétaux. En effet, nos travaux ont mis en évidence un ralentissement
général du métabolisme central des cellules en présence de la fraction peptidique de colza, et
notamment, une diminution de P’activité d’une enzyme particuliére, la pyruvate carboxylase.
Aussi, il seraif maintenant intéressant d'approfondir ces premiers résultats par 1’étude des
activités intracellulaires d'autres enzymes impliquées dans le métabolisme cellulaire du
glucose mais aussi de la glutamine et plus particuliérement, Phexokinase et la glutaminase,
qui apparaissent comme deux enzymes susceptibles de réguler respectivement la glycolyse et

la glutaminolyse.
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De plus, ’effet de la fraction peptidique sur le ralentissement du décés cellulaire mériterait
d’étre approfondi afin de metire en évidence une éventuelle activité anti-apoptotique des
peptides de colza. Pour cela, il serait utile de mesurer et de comparer I’apoptose des cellules

en culture, en présence et en absence de cette fraction peptidique de colza.

En outre, le transport particulier des peptides pourrait étre appréhendé grice 4, d'une part,

I'"étude plus particuliére. de i;gxf);gésion, par les cellules CHO, des deux transporteurs
peptidiques identifiés chez les mammiféres (ovins, souris, rats, poulets, humains...), PepT1 et
PepT2 et, d'autre part, grice & celle des récepteurs spécifiques des peptides pouvant, par
exemple induire des cascades de phosphorylation d’effecteurs en aval. De méme, I”expression
et les activités de peptidases extracellulaires, intracellulaires ou membranaires en présence de

peptides végétaux pourraient étre examinées.

Dans le but de vérifier-la qualité de la protéine produite, la glycosylation de I’interféron-y
produit devra étre appréciée. Dans cette optique, il pourrait également étre envisagé d’utiliser
la fraction peptidique de colza pour la culture de cellules dont la machinerie de glycosylation

a été humanisée.

Des études permettant de caractériser les propriétés physico-chimiques de la fraction
peptidique pourront également étre mengdes afin d'évaluer I'impact de cette fraction sur la

protection des cellules face aux contraintes de cisaillement.

Enfin, dans [optique d’une utilisation industrielle de la fraction peptidique de colza, une
attention particuliére devra étre portée au procédé d’obtention de la fraction peptidique de
colza. En effet, afin d'étre complétement reproductible, le procédé entier de génération des
peptones devra étre rigoureusement contrdlé et cela de fagon & diminuer le plus possible les

variations de "lot-a-lot".
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Résumé - En-vue d’améliorer les performances.de procédés de culture en masse de cellules
animales  pour la production de protéines- thérapeutiques, et de limiter les risques de
contamination par des molécules d’origine animale, nous avons étudié les effets d'une
supplémentation, par des fractions peptidiques de colza, de milieux de culture sans sérum
et/ou sans protéine animale. Des fractions peptidiques de diverses compositions ont été
générées par hydrolyse enzymatique d’extrait protéique et fractionnement membranaire. Ces
fractions, riches en matiére azotée, montrent un effet variable sur les cellules CHO, avec un

. fort.effet. promoteur de croissance cellulaire d’une fraction composée d'une large gamme de

taille 'de peptides. Des études cinétiques de cultures en masse en bioréacteurs agités ont

--confirmé. 1'impact de :cette fraction sur: l'accélération de la croissance cellulaire, le

prolongement de la survie cellulaire, 'augmentation de la production spécifique de la protéine
produite, et le ralentissement du métabolisme central et du décés cellulaire. Nous avons.
également montré que les peptides présents dans le mélange ajouté au milieu de culture
interviennent, non seulement, comme additifs nutritionnels, mais également, comme facteur
de croissance et/ou de survie. D’autres atouts supplémentaires de ces peptides ont été mis en
évidence, tels que : une adaptation plus facile de diverses lignées cellulaires 4 ce milieu sans
sérum, une bonne cryoconservation des cellules, une bonne filtrabilité. Enfin, nous avons
formulé un milieu de culture particuliérement simple, complétement exempt de molécule
d’origine animale, et stimulant la croissance de différentes lignées cellulaires utilisées en
industrie, soit adhérentes, soit en suspension, i différentes échelles de culture. L'ensemble de

. nos résultats converge vers un intérét de cette nouvelle source peptidique comme additif dans

les procédés de culture en masse de cellules animales.

Mots-clés : cellules animales, milieux de culture sans sérum et.sdns protéine, colza,
hydrolysats protéiques, fractions peptidiques, fractionnement membranaire. =

Abstract : In order to improve the performances of animal cell culture processes: for the
production of therapeutic proteins, and to limit the risks of contamination by animal derived
molecules, the effects of a supplementation of serum-free and animal-protein free culture
media with rapeseed peptidic fractions were performed. Peptide fractions of various
compositions were generated by enzymatic hydrolysis on proteic extract and membrane
fractionation. These fractions, rich in nitrogen matter, displayed a variable effect on CHO
cells, with a strong cell growth promoting effect of a fraction containing peptides with a broad
range of size. In fact, this fraction increased the cell growth, prolonged cell survival, increased
the specific production of the recombinant protein, and reduced the whole metabolism of
carbohydrates. We also.showed that this peptidic fraction was utilized as nutritional additives, .
but also, as survival and/or growth promoting factors, Other additional advantages of these -
peptides were highlighted, such as : an easier adaptation of various cell lines to serum-free

conditions, a good cryoprotection of the cells during the freezing process, 2 good filterability.

Indeed, a very simple culture medium was designed, completely free from animal molecules,

and stimulating the growth of adherent or suspension cells from different industrial strains, for -
various culture scales. These results taken together suggest the use of this new particularly -
interesting peptidic source-as-an-additive-in animal cell culture processes.

Key-words : animal cells, serum and pro:em free medium, rapeseed, protelc hydrolysates
peptidic fractions, membrane fractionation





