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Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Grace aux progrés accomplis dans les techniques du génie génétique, l'introduction,
dans une cellule procaryote ou eucaryote, d’'un géne provenant d’'un autre organisme a permis
d’utiliser la cellule héte en tant qu’'usine de production de protéines recombinantes. Ainsi,
I'expansion des biotechnologies a pu offrir de nouvelles potentialités dans la conception, et la
fabrication méme, de médicaments innovants. De nombreuses molécules d'intérét
pharmaceutique sont actuellement produites de cette facon et les biomédicaments, issus des
recherches en biotechnologies, représentent aujourd’hui environ 35% de tous ceux mis sur le
marché en France et en Europe. Dans le domaine de la santé, le développement des
biotechnologies a contribué a la mise au point de nombreux molécules thérapeutiques :
I'insuline recombinante dans le traitement du diabéte se susbtitue depuis plus de vingt ans aux
produits d’extraction; le facteur VIII dans le traitement de I'hémophilie ou I’hormone de

croissance recombinante apportent une meilleure tolérance et une sécurité sanitaire accrue.

Bien qgu'étant gouvernée par la chaine polypeptidique, l'activité biologique des
protéines résulte également de la présence de nombreuses maturations post-traductionnelles.
Parmi I'ensemble des modifications que peut subir une protéine, I'une des plus importantes
est la glycosylation. En effet, la plupart des protéines produites chez les eucaryotes sont des
glycoprotéines. La glycosylation consiste en I'ajout d’'un complexe glucidique (glycanne) sur
la chaine polypeptidique. Les fonctions jouées par les glycannes d'une glycoprotéine
biologiquement active peuvent étre classées en trois principales catégories. Leur premiére
vocation est d’ordre physico-chimique : les glycannes contribuent a la mise en place de la
structure tridimensionnelle de la protéine en influencant son repliement. Ils jouent également
un réle sur la solubilité de la molécule de par leur caractere hydrophile. Enfin, ils couvrent
plus ou moins la surface de la protéine, jouant ainsi un role déterminant dans la résistance aux
protéases ou dans le masquage d’épitopes, potentiellement immunogénes. La deuxiéme
fonction des structures glycanniques n’est pas directement liée a l'activité biologique des
glycoprotéines, mais la présence de glycannes est susceptible de réguler ou moduler fortement
I'activité des protéines en contrélant leur demi-vie. Enfin, les glycannes peuvent eux-mémes
porter une fonction biologique, par le biais de leur interaction spécifigue avec des molécules
cibles. Néanmoins, les fonctions biologiques des glycannes different d’'une protéine a l'autre :
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dans certains cas, I'absence de glycosylation ne modifie guere la fonction de la protéine
considérée alors que dans d’autres cas, la protéine peut ne plus étre fonctionnelle. Ainsi, faute
de connaissances plus précises sur le réle des glycannes, il convient de reproduire le plus
fidelement possible les glycoprotéines humaines, en choisissant judicieusement le systeme
d’expression de la protéine recombinante en fonction de ses potentialités de glycosylation.
Parmi les systémes d’expression existant actuellement, les bactéries ne réalisent qu’une
glycosylation sommaire et les levures produisent des glycannes de structures trés différentes
de celles retrouvées sur les protéines humaines. Il en est de méme pour les cellules végétales
ou les cellules d'insectes, qui en l'absence de manipulations génétiques, générent des
protéines portant des structures glycanniques susceptibles d’induire des réactions
immunitaires en thérapie humaine. En revanche, les cellules de mammiferes, et en particulier
les cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO), constituent un héte d’expression privilégié
pour la production de glycoprotéines recombinantes a visée thérapeutique car elles possedent
un équipement enzymatique leur permettant de produire des protéines portant des structures

glycanniques trés voisines de celles retrouvées sur les protéines humaines.

Néanmoins, le systeme CHO présente toutefois des imperfections. En effet, il apparait
que le profil de glycosylation de certaines glycoprotéines recombinantes évolue au cours de
leur production dans des cultures discontinues de cellules CHO. C’est le cas, par exemple,
de I'lFN-y humain recombinant : 'occupation des sites de glycosylation (macrohétérogénéité)
de I'lFN-y n’est pas constante tout au long du procédé et cela se manifeste par une diminution
du pourcentage de molécules glycosylées en début de culture. Ainsi, la glycosylation de la
protéine d'intérét, produite au début, differe de celle obtenue a la fin du procédé. Or, d'un
point de vue industriel et réglementaire, il parait essentiel d’assurer la production d’une
glycoprotéine recombinante de qualité constante tout au long du procédé, mais également

d'un procédé a l'autre. Ainsi, la volonté d'une meilleure maitrise de la qualité des

glycoprotéines recombinantes s’est imposée aux glycobiologistes ces dernieres années.

Contrairement a la synthése des protéines qui repose entiérement sur la reproduction
fidele a partir d’'instructions présentes dans I’ADN, la syntheése des glycannes ne répond pas a
un programme établi, mais dépend de l'ordonnancement de nombreuses réactions
enzymatiques et de leur contrble au sein de différents compartiments cellulaires. Dans les

cellules animales, la biosynthése d’une glycoprotéine se déroule en trois étapes : I'élaboration

14
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du précurseur oligosaccharidique, appelé dol-PP-oligosaccharide, le transfert en bloc de
la structure glycannique portée par ce précurseur sur la protéine en voie de synthése et
la maturation des glycannes associés aux protéines. La synthése des structures glycanniques
est assurée par l'action séquentielle d’enzymes spécifiques, les glycosyltransférases et les
glycosidases. Le produit de la réaction d’'une enzyme représente le substrat de I'enzyme
suivante. Chaque enzyme a une localisation cellulaire précise et les difféerentes réactions sont
compartimentées, principalement dans le reticulum endoplasmique et I'appareil de Golgi.
Chaque type cellulaire posséde un équipement enzymatique qui lui est propre, et il est aisé de
comprendre que toutes les lois régissant ces modifications post-traductionnelles ne sont pas
encore clairement établies. D’autre part, les paramétres opératoires et les conditions de culture
influencent de maniére non négligeable la glycosylation des protéines recombinantes.
En revanche, peu de données sont disponibles, a ce jour, quant a leur effet sur les précurseurs
intracellulaires impliqués dans le processus de glycosylation, et en particulier dans le cas de la

culture en masse de cellules animales.

Ainsi, I'objectif principal de notre travail a été d’identifier les facteurs intracellulaires
susceptibles d’influencer la macrohétérogénéité de la glycosylation de \'{eduit au

cours de cultures discontinues et semi-continues de cellules CHO.

Ce projet s’est inscrit dans le cadre d’'un programme de recherches du CNRS intitulé
« Protéomique et Génie des Protéines ». Ce travail a également fait I'objet d’'une collaboration
avec le Laboratoire de Glycobiologie Structurale et Fonctionnelle de Villeneuve-d’Ascq dans
le cadre du Groupement de Recherche « Génie et Génomique des Glycosyltransférases »
(GDR CNRS n°2590). Enfin, il a également bénéficié de la collaboration ponctuelle avec le
Laboratoire de Biochimie cellulaire de Louvain-la-Neuve (Belgique).
Clairement, notre approche a visé a approfondir les connaissances des mécanismes
intracellulaires régissant le processus de la glycosylation, au travers du suivi cinétique des
parametres intracellulaires au cours de cultures de cellules CHO en bioréacteurs. Pour cela,
trois questions majeures ont motivé notre démarche :
% Quels sont les facteurs intracellulaires susceptibles d’influencer la glycosylation de
I'IFN-y ?
< Peut-on identifier des étapes limitantes du processus de glycosylation responsables de

la diminution de la glycosylation de I'lFM%
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< Peut-on définir des conditions de culture permettant le maintien d’'un profil de

glycosylation constant de I'lFN-au cours d’un procédé ?

Afin de répondre a ces différentes questions, I'approche expérimentale adoptée au cours de

notre étude est présentée sur la figure A.

Milieux de culture

Modes de culture

¢ Milieu sans sérum Supplémentation
+ Milieu avec sérum en IFN-y

N | S

Macrohétérogénéité de la glycosylation
de I'lFN-yau cours de cultures de
cellules CHO en bioréacteurs

7 S

+ Mode discontinu

+ Mode semi-continu

+ Milieu sans protéines et sans sérum

Etude macrocinétique Etude microcinétique
+ Viabilité cellulaire Précurseurs Précurseurs
+ Production d’IFN-y oligosaccharidiques nucleotldlq_ues
intracellulaires intracellulaires
+ Consommation des substrats
(glucose, glutamine)
« Production de métabolites toxiques * Analyse qualitative * Analyse quantitative
(lactate, ions ammonium) « Analyse quantitative
Charge énergétique

Figure A : Démarche expérimentale adoptée au cours de notre étude.

Ce mémoire est stucturé en six parties distinctes. La premiére partie est consacrée a la
synthése bibliographique, et décrit notamment les différents systémes d’expression utilisés
pour la production de glycoprotéines a visée thérapeutique et de diagnostic ainsi que leurs
capacités de glycosylation. Les connaissances actuelles relatives aux différents facteurs
susceptibles d’influencer le processus de glycosylation dans les cellules animales sont
également présentées.

La seconde partie détaille les difféerentes méthodologies expérimentales et les

techniques analytiques utilisées au cours de notre étude.
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La troisieme partie développe nos résultats concernant I'influence de la composition
du milieu de culture sur la glycosylation de I'lFNDes cultures discontinues de cellules
CHO ont été mises en ceuvre dans différents milieux de culture (milieux avec et sans sérum,
milieu sans protéines) dont les compositions different d'un point de vue quantitatif et
qualitatif. Outre I'’étude physiologique, la macrohétérogénéité de la glycosylation a été suivie
au cours du temps. Par ailleurs, afin de tester l'influence de VIEIN- sa propre
glycosylation, des cultures de cellules CHO supplémentées par de yI'lRdnain
recombinant ont été réalisées.

Dans la quatriéme partie du mémoire, nous nous sommes attachés a réaliser une étude
qualitative et quantitative des structures glycanniques associ€ées aux precurseurs
oligosaccharidigues. Ceci constitue une approche particuliéerement originale de notre travail
car I'évolution de ces précurseurs intracellulaires n’a jamais été suivie en cours de culture.
Ces expériences, conduites en mode discontinu, ont ainsi eu pour objectif, de déterminer,
d’'une part, si I'évolution de la structure des dol-PP-oligosaccharides au cours des cultures
pourrait étre responsable de la diminution de la glycosylation de {IEt\-d’autre part, si la
quantité de dol-PP-oligosaccharides synthétisés ne constituerait pas un facteur limitant pour
la glycosylation de I'lFNy.

Dans la cinquieme partie, une méthode d’analyse par chromatographie liquide a haute
performance des pools intracellulaires de nucléotides et nucléotides-sucres a été développée.
Alors que peu d’études relatent I'évolution simultanée de ces molécules au cours du temps,
nous avons suivi I'évolution des contenus intracellulaires en treize nucléotides et nucléotides-
sucres, ainsi que de la charge énergétique, au cours des cultures discontinues de cellules CHO
effectuées dans différents milieux de culture. Une culture en mode semi-continu a également
été mise en ceuvre. Ces analyses devraient nous permettre de déterminer si la disponibilité
moindre en nucléotides et nucléotides-sucres intracellulaires est susceptible d’engendrer
la diminution du pourcentage de molécules d’'ilycosylées sur deux sites.

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

nombreuses perspectives découlant de ce travail.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

Depuis la découverte en 1953, par James Watson et Francis Crick, de la structure en
double hélice de I'ADN, et la confirmation de son réle en tant que support du programme
génétique des cellules, la connaissance des mécanismes biologiques et biochimiques régissant
le vivant et les cellules qui le constituent, s’est considérablement étendue. Ainsi, I'explosion
de la biologie moléculaire au début des années 1970, puis du génie génétique dans les années
1980, a conduit a d’énormes progres dans le traitement des maladies humaines. La capacité a
manipuler les séquences d’ADN a notamment rendu possible la production de protéines
d’intérét a visée diagnostique ou thérapeutique. En effet, la recombinaison génétique permet
désormais la production, par une cellule, de protéines étrangéres a celle-ci. Cette technologie
a pu étre étendue a toute une série de nouveaux hotes, particulierement des micro-organismes
utilisés industriellement, tels les bactéries, les levures, les champignons filamenteux et les
cellules animales. En 2003, plus de 40% des nouvelles molécules thérapeutiques mises sur le
marché mondial étaient d’origine biologique et cette tendance n’ira qu’en s’accentuant dans
les années a venir (PhRMA, 2004).

I. La production de protéines recombinantes en biotechnologie

1. Les enjeux économiques

En 2004, 108 molécules issues des biotechnologies, dites biopharmaceutiques, ont
obtenu une autorisation de mise sur le marché délivrée paothand Drug Administration
(FDA) (PhRMA, 2004). Le chiffre d'affaires généré par la commercialisation de ces
molécules a atteint 34 milliards de dollars en 2004 (Paviou et Reichert, 2004). En effet, le
marché des protéines recombinantes est aujourd’hui en pleine expansion et les experts
estiment que ce marché devrait atteindre 52 milliards de dollars en 2010 et représenter 12%
du marché mondial du biomédicament (Pavlou et Reichert, 2004). Entre 2004 et 2009, 80 a
140 nouvelles biomolécules devraient étre commercialisées puisque 384 molécules sont
actuellement en phase d'essais précliniques et cliniques (PhRMA, 2004). Parmi ces 384
molécules en développement, 105 sont des protéines recombinantes, 88 sont des vaccins, 81
sont des anticorps monoclonaux, 23 sont des genes thérapeutiques, 14 sont des médicaments
anti-sens et 11 sont des thérapies cellulaires. Méme si les protéines recombinantes
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continueront a dominer le marché des produits biopharmaceutiques, les anticorps

monoclonaux et les vaccins recombinants constituent deux marchés en plein essor. Le seul
marché mondial des anticorps monoclonaux représentait 250 millions de dollars en 1997,

3,2 milliards en 2001 et devrait atteindre 16 milliards de dollars d’ici 2010 (Werner, 2004).

2. Les protéines recombinantes d'intérét thérapeutique

Le développement des technologies utilisant ’TADN recombinant dans les années 1970
a marqué le début de I'ere des biotechnologies modernes. Auparavant extraite de pancréas de
porc ou de bceuf, la premiére protéine recombinante d'intérét thérapeutique, issue des
biotechnologies, a été l'insuline humaine produite chez la ba&iscieerichia coli(E. coli).
Elle obtint une autorisation de mise sur le marché et fut commercialisée en 1982 par la sociéte
américaine Eli Lilly. De nombreuses molécules, autrefois directement extraites de sources
biologiques ou obtenues par synthése chimique, peuvent aujourd’hui étre produites en
intégrant dans des cellules un matériel génétique étranger. En 1986, I'activateur tissulaire du
plasminogene humain (t-PA) a été la premiére protéine thérapeutique recombinante
produitedans des cellules de mammiféres (cellules CHO) a obtenir une autorisation de mise
sur le marché délivrée par la FDA. Actuellement, les protéines recombinantes utilisées en
thérapie humaine sont essentiellement des hormones, des facteurs sanguins, des facteurs de
croissance hématopoiétiques, des cytokines (interférons et interleukines), des anticorps et des
vaccins. Des exemples de molécules thérapeutiques commercialisées en 2005 sont présentés
dans le tableau I.1.
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Tableau 1.1 : Exemples de molécules recombinantes a usage thérapeutigue issues des biotechnologies

et ayant obtenu une autorisation de mise sur le marché délivrée par la FDA (PhRMA, 2004).

Nom commercial

Molécule

Société

Indications (date 1 " A.M.M.)

Actimmune

Interféron-y 1b

InterMune Ph.

Maladie granulomateuse chronique
(déc. 2000),
Ostéoporose (fév. 2000)

Infarctus du myocarde (nov. 1987;

Activase[] Alteplase (t-PA) Genentech avril 1995)
Embolie pulmonaire (juin 1990)
Enzyme thérapeutique Immunodéficience combinée sévere
Adagen(] Pegademase bovine Enzon (mars 1990)
. BioMarin Ph. . .
Aldurazyme[ Iraonidase Genzyme Mucopolysaccharidose-I (mai 2003)
Aranespl Darbérythropoiétine a Amgen Anémie (sept 2001)
AvastinJ Anticorps monoclonal Genentech Cancer du colon (fév. 2004)
Avonex Interféron-f3 1la Biogen Sclérose en plaques (mai 1996)
BeneFIXO Facteur IX humain Wyeth Hémophilie B (fév. 1997)
Betaseron Interféron-f3 1b Berlexcl:_ﬁi?grr]atowes Sclérose en plaques (juil. 1993)
. Corixa Lymphomes non-hodgkiniens
Bexxar( Anticorps monoclonal GlaxoSmithKline (juin 2003)
. . Bio-Technology . .
BioTropinC hGH General Nanisme (mai 1995)
Campath0 Anticorps monoclonal Berlex Laboratoires Leucémie (mai 2001)
ILEX Oncology
. . Détection du cancer du colon
CEA-Scan[d Anticorps monoclonal Immunomedics (juin 1996)
Enzyme thérapeutique . .
Cerezymell (glucocérébrosidase) Genzyme Maladie de Gaucher (mai 1994)
Infection par le virus Haemophilus
ComvaxOd Vaccin Merck influenzae de type b (oct. 1996)
Hépatite B (oct. 1996)
. . . . . Hyperuricémie liée a un cancer
ElitekO Enzyme thérapeutique Sanofi-Aventis (juil. 2002)
. Amgen Arthrite rhumatoide (nov. 1998)
EmbrelC] Récepteur soluble Wyeth Psoriasis (avril 2004)
Engerix-BO Vaccin GlaxoSmithKline Hépatite B (sept. 1989)
EPOGENDO Erythropoiétine a Amgen Anémie (juin 1989)
Enzyme thérapeutique . .
Fabrazymel (Agalsidase B) Genzyme Maladie de Fabry (avril 2003)
. . Infection par le virus Haemophilus
FluMistt] Vaccin Medimmune influenzae de type a et b (juin 2003)
FollistimO FSH Organon Stérilité (sept. 1997)
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Nom commercial Molécule Société Indications (date 1 *® A.M.M)
. ' Nanisme (ao(t 1995)
GenotropinCJ hGH Pfizer Syndrome de Prader-Willi (juin 2001)
. Déficience en hormone de croissance
Gerefld hGH-releasing factor Serono (oct. 1997)
GlucaGenD Glucagon Novo Nordisk Ph. Hypoglycémie (juin 1998)
Gonal-FO hFSH Serono Infertilité féminine (sept. 1997)
. Facteur . . . . -
HelixateOFS antihémophilique Sanofi-Aventis Hémophilie A (juin 2000)
Herceptin Anticorps monoclonal Genentech Cancer du sein (sept. 1998)
Humalog O Insuline Eli Lilly Diabetes (oct. 1982)
Humatropel Somatropine Eli Lilly Nanisme (mars 1987)
Humiral Anticorps monoclonal Abbot Laboratories  Arthrite rhumatoide (déc. 2002)
HumulinO Insuline Eli Lilly Diabetes (oct. 1982)
InfergenO Interféron-a1 Amgen Hépatite C chronique (oct. 1997)
. . Leucémie (juin 1986)
Intron0A Interféron-a 2b Schering-Plough Mélanomes malins (nov. 1997)
KineretO Protéine recombinante Amgen Arthrite rhumatoide (nov 2001)
Facteur . . .
KoGENate[ antihémophilique Bayer Hémophilie A (fév. 1993)
Facteur . . - -
KoGENateOFS antihémophilique Berlex Laboratories  Hémophilie A (juin 2000)
Prévention du rejet de transplantations
Leukine GM-CSF Berlex Laboratories  (mars 1991, nov. 1995)
Leucémie (sept. 1995)
LYMErixO Vaccin GlaxoSmithKline Maladie de Lyme (déc. 1998)
Mylotarg Anticorps monoclonal Wyeth Leucémie (mars 2000)
Neumegall Anticorps monoclonal Wyeth Thromboses (nov. 1997)
Prévention du rejet de la transplantation de
NEUPOGENQO G-CSF Amgen moelle osseuse (juin 1994)

Leucémie (avril 1998)

Norditropin{]

Somatropine

Novo Nordisk Ph.

Nanisme (mai 1995)

Novolind70/30 Insuline Novo Nordisk Ph. Diabetes (juin 1991)
NovoSeven(] Facteur Vila Novo Nordisk Ph. Hémophilie A et B (mars 1999)
. Nanisme (mars 1994)
Nutropinti hGH Genentech Syndrome de Turner (déc. 1996)
OncoScintdCR/OV Anticorps monoclonal Cytogen Détection du cancer colo-rectal (fév. 1994)
Prévention du rejet de la transplantation
SEIESCLONE Anticorps monoclonal Ortho Biotech rénale (juin 1991), du cceur et foie (juin

1993)
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Nom commercial Molécule Société Indications (date 1 ® A.M.M.)

. . . Induction de la maturation folliculaire
OvidrelO Choriogonadotropine a Serono (oct. 2003)
Pegasys[ Interféron-a2a / ribivirin Roche Hépatite chronique C (déc. 2002)
PROCRITO Erythropoéitine a Ortho Biotech Anémie (déc. 1990)

. ) . Carcinomes rénaux (mai 1992)
ProleukinC] IL-2 Chiron Mélanomes métastatiques (janv. 1998)
ProtaScint[] Anticorps monoclonal CYTOGEN Détection des adénocarcinomes de la

prostate (oct. 1996)
ProtopinC hGH Genentech Nanisme (mars 1985)
Raptivall Anticorps monoclonal Genentech Psoriasis (oct. 2003)
Rebetrond Interféron-a 2b/ ribivirin Schering-Plough Hépatite chronique C (déc. 1999)
Rebifd Interféron-f3 1la Serono Sclérose en plaque (mars 2002)

RECOMBIVAX HBO Vaccin Baxter Healthcare  Hépatite B (juil. 1986)
ReFactod Facteur VI Wyeth Hémophilie A (mars 2000)
Regranex hPDGF Ortho-McNeil Ph Ulcéres liés aux diabetes (déc. 1997)
. . Maladie de Crohn (ao(t 1998, juil. 2002)
Remicadel Anticorps monoclonal Centocor Arthrite rhumatoide (fév. 2002)
. Centocor Angioplastie coronaire (déc. 1994)
ReoProl] Anticorps monoclonal Elli Lilly Angine de poitrine (nov. 1997)
Revatasel] t-PA Centocor Infarctus du myocarde (oct. 1996)
. . Genentech -
RituxanO Anticorps monoclonal Biogen Idec Lymphomes non-hodgkiniens (nov. 1997)
i P Leucémie (juin 1886)
Roferon-A Interféron-a 2a Roche Hépatite C (nov. 1996)
Saizen[ Somatropine Serono Nanisme (oct. 1996)
Simulectd Anticorps monoclonal Novartis Ph. P,reventlon QU rejet des transplantations
rénales (mai 1998)

. . Abbott Laboratories . . . S

Synagis Anticorps monoclonal Medlmmune Virus syncytial respiratoire (juin 1998)
. Détection/Traitement du cancer de la glande
ThyrogenO Tyrotrophine a Genzyme thyroide (nov. 1998)
Velolusin(OBR Insuline Novo Nordisk Ph. Diabetes (juil. 1999)
Verlumal Anticorps monoclonal DuPont Ph. Cancer du poumon (ao(t 1996)
. . Genentech -
Xolair( Anticorps monoclonal Novartis Ph. Asthme (juin 2003)
. Prévention du rejet des transplantations du

Zenapaxd Anticorps monoclonal Roche foie (déc. 1997)
Zevalin Anticorps monoclonal IDEC Ph. Lymphomes (fév. 2002)
Zorbtived hGH Serono Syndrome de Bowel (déc. 2003)
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3. Les différents systémes d'expression utilisés pour la production de

protéines recombinantes

Une protéine recombinante résulte de I'expression par un organisme ou une cellule
héte d'un ADN étranger. La protéine, synthétisée par une cellule différente de sa cellule
d’origine, est ainsi dite hétérologue ou recombinante. Un systeme efficace de production de
protéines recombinantes s’appuie sur (i) un géne ou un ADN complémentaire codant la
protéine d’intérét, (ii) un vecteur d’expression transportant le gene d’intérét, (iii) une cellule
héte qui « exécute » les instructions fournies par la séquence codante pour synthétiser
la protéine. Actuellement, il existe divers systemes d’expression voués a la production et
la purification de protéines recombinantes mais les trois principaux, en terme de rentabilité
economique, sont la bactérie coli, la levure Saccharomyces cerevisiad les cellules
Chinese Hamster OvarfCHO). D’autres systemes d’expression font également I'objet de
nombreux travaux. Parmi ceux-ci, la levuRichia pastoris les cellules d’insectes,
les animaux et les plantes transgéniques peuvent étre mentionnées.

Compte tenu du temps nécessaire a la mise au point et au développement d’un procédé
de production, et de I'investissement financier engendré par la commercialisation d’un produit
biopharmaceutique, il est nécessaire de choisir judicieusement le systéeme d’expression
(Schmidt, 2004). Plusieurs systemes sont aujourd’hui disponibles et chacun d’eux présente
des avantages et des inconvénients. Le choix de I'h6te d’expression sera en partie dicté par les
impératifs économiques, mais la qualité du produit recombinant constituera également un
parametre déterminant, en particulier dans le cas de la production de molécules destinées a

étre injectées chez ’lhomme.

3.1 Avantages et inconvénients des différents systemes de

production

3.1.1 Les procaryotes

La bactérieE. coli fut et reste le premier hote utilisé pour la production de protéines
recombinantes (Dodet, 1990). Ses avantages incontestables sont une excellente caractérisation
génétique et physiologique, un temps de génération court et une bonne adaptation a la culture

en masse. De nombreux vecteurs plasmidiques ont été construits et sont disponibles afin
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d’insérer et d’exprimer un gene étranger, et permettent également de sélectionner les clones
recombinantsE. coli posséde une grande capacité a accumuler des protéines étrangeres,
puisqu’elles peuvent représenter plus de 20% des protéines cellulaires totales. Le taux
d’expression de la protéine hétérologue peut atteindre plusieurs grammes par litre.

Néanmoins, cette bactérie est incapable de synthétiser des protéines recombinantes possédant
une conformation tridimensionnelle identiqgue a celle de la protéine naturelle, en raison de
I'absence de protéines impliquées dans le repliement (Baneyx et Mujacic, 2004). De plus,
E. coli étant pourvue de faibles capacités sécrétoires (Sandkvist and Bagdasarian, 1996), les
protéines recombinantes sont souvent accumulées, dans le cytoplasme ou le périplasme, sous
formes d’agrégats insolubles, appelés corps d’inclusions (Strandberg et Enfors, 1991; Kane et
Hartley, 1988). Il est souvent difficile de récupérer ces protéines mal repliées, car les étapes
successives de purification et de renaturation sont susceptibles d’amoindrir I'activité
biologique des protéines. Enfig, coli étant une entérobactérie, il est important de s’assurer

de I'absence d’endotoxines dans les protéines recombinantes purifiées.

De nombreuses études ont été menées afin d’améliorer I'expression et le repliement
des protéines hétérologues produites parcoli (Swartz et al, 2001). Des étapes de
renaturation ont permis de produire des protéines comportant plusieurs ponts disulfures,
le pourcentage de protéines correctement repliées étant compris entre 30 et 80% éiVilkins
al., 1993; Yamanishet al, 1991). Le rhM-CSFnlacrophage colony-stimulating facja été
produit sous forme active, avec un taux de repliement de 95%, apres renaturation en présence
de glutathion réductase et de faibles concentrations en agents dénaturants, telle 'urée ou le
chlorure de guanidium (Tran-Mosemanh al, 1999). Une stratégie alternative a consisté a
co-exprimer la protéine d’intérét avec des molécules chaperonnes @teay, 2001).

Par exemple, la co-expression de la protéine Deg-P, protéase périplasmique nécessaire a
la protéolyse dans I'enveloppe cellulaire, minimise la formation des corps d’inclusion, car
celle-ci possede une activitéhaperon-like a basse température (Liat al, 2001).

La surexpression de protéines responsables du repliement, telles les disulfures
oxydoréductases DsbA ou DsbC, a permis de produire une molécule de t-PA sous forme
active possédant neuf ponts disulfures dans le cytoplagineali (Bessette et 311999).

Des essais de « synthése de protéines sans cellules » ont également donné lieu a des
résultats prometteurs (Liuet al, 2005; Kanget al, 2000). Relativement fastidieuse et
n'autorisant pas de procédés a grande échelle pour le moment, cette technologie offre

I'avantage de pouvoir produire des protéines normalement toxiques pour la cellule héte. Le
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procédé demeure néanmoins onéreux, de par la nécessité d’apporter en continu des réactifs en

grand volume, et en particulier des nucléotides et des sources d’énergie (Eaala@903).

3.1.2 Les levures

Les levures sont utilisées depuis I'Antiquité dans l'alimentation humaine, pour
la fabrication du pain et des boissons alcoolisées. La plus conn8e @sevisiaela levure
de boulanger. Les levures sont capables de proliférer rapidement et dans un milieu de culture
simple, peu codteux, en absence de facteurs de croissance d’origine animale. S’adaptant bien
a la culture en masse, les fermentations produisent en général une haute densité cellulaire et
le taux d’expression de la protéine hétérologue est généralement voisin de la centaine de
milligrammes par litre. Les levures offrent également I'avantage de n’étre ni pyrogenes,
ni pathogénes (organismes GRAGenerally Regarded as Safet constituent ainsi un
organisme de choix pour la production de protéines a visée thérapeutique. D’autre part,
la sécrétion des protéines hétérologues peut étre effective chez les levures, elle fonctionne trés
bien pour de petits polypeptides comme l'insuline, mais les résultats sont moins probants pour
les protéines de grande taille, bien que la sécrétion et la maturation puissent étre améliorées
par adjonction de signaux spécifiques (Eckart et Bussineau, 1996).

D’autres organismes semblent étre de bons candidats pour la production de protéines
recombinantes, en particulier parce qu’ils sont de meilleurs sécréteurs. C'est le cas de la
levure méthylotropheP. pastoris (Cereghino et al, 2002). Plus de 120 protéines
recombinantes ont été exprimées dans cet hote, la plupart étant d’origine humaine ou
mammalienne. Le rendement est généralement meilleur queSdeaevisiae Récemment,

P. pastorisa été utilisée pour la production de protéines d’intérét thérapeutique, dont certaines
sont actuellemnt testées en essais cliniques (Walsh, 2003). Le gene d’intérét peut étre placé
sous le contréle du promoteur de l'alcool oxydase (AOX1), réprimé en présence de glucose et
inductible en présence de méthamlpastorisest également capable de convertir 30 a 40%

de son poids en protéines (Dodet, 1990). Ainsi, de grandes quantités de la protéine d’intérét,
de l'ordre de quelques grammes par litre, peuvent étre obtenues en utilisant ce systeme

d’expression.
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3.1.3 Les plantes transgéniques

Le développement des plantes comme usine cellulaire a débuté a la fin des années
1980. L'insertion d'un géne étranger dans une plante est rendue possible grace a la bactérie
Agrobacterium tumefacier{&elvin, 2003). Cette bactérie Graast un pathogéne des plantes
dicotylédons (mais, tabac...) qui provoque des tumeurs cancéreuses au point de I'infection.
A. tumefacienposseéde un plasmidaumor inducing ADN (ADN-Ti) capable de s’introduire
dans une cellule infectée et de s’intégrer de facon stable dans les chromosomes des cellules
végeétales. Ainsi, cette propriété a été mise a profit pour transformer les cellules végétales avec
des plasmides comportant le géne codant la protéine d'intérét. Les plantes transgéniques
générées, a partir de ces cellules transformées, représentent une source considérable et trés
bon marché de protéines recombinantes (Helleigal, 2004; Giddingset al, 2000).

Chez le tabac, la luzerne et quelques autres especes, le feuillage abondant constitue la cible du
transgéne. Chez le mais, le colza, la carthame, le soja et le riz, les vecteurs d’expression sont
responsables de I'accumulation des protéines recombinantes dans la graine mais les taux de
croissance cellulaire et de production protéique demeurent relativement faibles (Eisther

2000).

Les phases initiales d’extraction et de purification demeurent délicates dans la plupart
des cas, en particulier en raison de la protéolyse rapide qui a lieu dés 'homogénéisation des
tissus. Le risque de contamination par des agents pathogénes viraux de mammiféres et de
prions mammaliens ne semble plus étre un probleme. En revanche, des directives
réglementaires s’appliquant spécifiquement aux plantes doivent envisager la présence
éventuelle de résidus de pesticides et d’herbicides. Les effets sur I'environnement soulévent
également quelques inquiétudes, au regard de [lintroduction volontaire de cultures
transgéniques dans la chaine alimentaire ou de la dissémination non controlée dans

I'envionnement.

3.1.4 Les animaux transgéniques

La transgénése animale a été réalisée avec succes pour la premiere fois en 1986 avec
la naissance des premiéres souris transgéniques, qui produisaient, dans leur lait, du t-PA.
Les techniques du génie génétique ont rendu possible I'induction de l'expression tissu-

spécifigue de la protéine recombinante, et son adressage, en particulier dans le lait de
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I'animal. L’'opération consiste a isoler le gene codant la protéine d’'intérét, a I'associer a des
éléments régulateurs capables de diriger la synthése et la sécrétion de la protéine, puis
d’introduire le géne dans un embryon au stade une cellule (Houdebine, 1998). Ce systeme
permet alors la production de protéines correctement repliées et possédant des maturations
post-traductionnelles tres similaires a celles retrouvées sur les protéines humaines.

Le temps nécessaire a la génération d’'une protéine recombinante par ce procédeé est
relativement long. Par ailleurs, il convient de bien choisir la protéine a produire en fonction de
I'néte, car celle-ci peut avoir des effets secondaires indésirables sur les animaux
transgéniques. Par exemple, le gene de I'hormone de croissance humaine associé au
promoteur WAP de lapin s’exprime suffisamment en dehors de la glande mammaire pour
perturber la croissance et la reproduction des animaux (Deehay, 1994). De méme,
le géne de I'érythropoiétine (EPO) humaine dans les mémes conditions altére gravement la
santé des lapins qui la produisent (Massetual., 1996). Certaines protéines ne peuvent donc
pas étre produites par cette méthode. De plus, I'expression du transgene demeure relativement
aléatoire, et en comparaison avec d'autres systéemes d’expression, les risques de
contamination par des agents pathogénes, tels les prions, demeurent non négligeables.
En outre, la purification de la protéine recombinante dans des quantités commercialement
viables est une étape délicate, compte-tenu de la complexité de la composition du lait
(Goldman, 2003). Enfin, l'intérét de la production de protéines recombinantes dans le lait
d’animaux transgéniques se heurte également a des niveaux d’investissements trés lourds,
puisque le coldt de la production dun animal transgénique peut étre estimeé
approximativement a 500 000 dollars (Wall, 1996).

Aucune molécule n’'est actuellement mise sur le marché mais la production de
protéines recombinantes dans le lait d’animaux transgéniques est en passe de devenir une
réalité industrielle puisque la société GTC Biotherapeutics, une filiale de Genzyme, a terminé
les essais cliniques et devrait obtenir une autorisation de mise sur le marché européen
permettant la commercialisation de I'anti-thrombine Il dans le lait de chévre en Octobre
2005. D’autres molécules vont probablement se retrouver sur le marché d’ici peu : la société
britannique PPL a développé la production,eintitrypsine chez la brebis, actuellement en
phase d’essais cliniques. La société néerlandaise Pharming réalise également les essais
cliniques en phase Il pour la production, chez le lapin, de la protéine inhibiteur C1 (Keefer,
2004).
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3.15 Les cellules animales

3.15.1 Les cellules d'insectes

Le systéme baculovirus-cellules d’'insectes s’appuie sur l'insertion du ou des genes a
exprimer dans le génome d'un baculovirus vecteur, et sur linfection de cellules de
|épidoptéres par le virus recombinant. Ce systéeme offre I'avantage de pouvoir obtenir, dans
des temps relativement courts, des vecteurs recombinants faciles a sélectionner et de tres
hauts niveaux d’expression, allant de quelques dizaines a quelques centaines de milligrammes
par litre de culture (Fraser, 1992). Une autre considération importante est liée a la sécurité :
aucun virus de vertébré ne peut se multiplier dans les cellules de Iépidoptéres employées et
aucun prion n'a a ce jour été identifié chez ces insectes. Quant au baculovirus, il ne peut
accomplir sa multiplication que dans les cellules d’'insectes. La simplicité de la composition
du milieu de culture avec laquelle peuvent se cultiver les cellules d’insectes (absence de
sérum et de protéines) constitue un atout économique non négligeable (Adtinanth999).

Les cellules d’'insectes présentent également une meilleure tolérance a 'osmolarité et aux co-
produits du métabolisme cellulaire.

Un inconvénient majeur réside dans la nécessité de procéder a la réinfection virale a
chaque nouvelle culture, compte tenu du cycle lytique du virus. D’autre part, les cellules
d’'insectes possedent les équipements enzymatiques leur permettant d’effectuer la maturation
et les modifications post-traductionnelles, mais ces derniéres sont cependant trés différentes

de celles retrouvées chez les eucaryotes supérieurs (Marchalé0at Marz et aJ 1995).

3.15.2 Les cellules de mammiféres

Actuellement, 60-70% des protéines recombinantes pharmaceutiques sont produites
dans les cellules de mammiferes (Wurm, 2004). La plupart de ces protéines sont exprimées
dans les cellules d’ovaires de hamster chinois (CHO), mais aussi dans d’autres lignées telles
les cellules de rein de hamster nouveau-ne, BB&by Hamster Kidngy des myélomes
murins tels les cellules NSO, les cellules rénales d’embryons humains (HEK-293), les cellules
humaines PER-C6... Le géne recombinant ainsi que les éléments transcriptionnels régulateurs
sont introduits dans la cellule. La présence d’'un agent de sélection, appliqué quelques jours
aprés la transfection, permet de sélectionner les cellules ayant intégré le gene codant

la protéine d'intérét. Le marqueur de sélection le plus communément utilisé est le gene codant
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la dihydrofolate réductase, une enzyme clé impliquée dans le métabolisme des nucléotides
(Urlaub et Chasin, 1980). Un autre systéeme de sélection utilise le gene codant la glutamine
synthétase (Bebbingtoat al, 1992). Les éléments régulateurs contrélant I'expression de

la protéine d’intérét sont frequemmesblés a partir de génomes viraux tels I'adénovirus,

le cytomégalovirus humain (CMV) ou le virus simien 40 (SV 40) (Werner et No¢, 1993).

Le géne dintérét peut également étre amplifie vitro (Goergen et Monaco, 2004).

Les cellules animales se prétent bien a la culture en masse en bioréacteurs, méme si
les rendements en protéines recombinantes sont plus faibles qu'avec des bactéries ou des
levures, de l'ordre d'une dizaine de milligrammes par litre de milieu (Butler, 2005).
Les cellules animales sont relativement exigeantes en éléments nutritifs, et la culture est ainsi
délicate et colteuse. Néanmoins, leur physiologie est relativement bien connue et
I'optimisation des rendements fait I'objet de nombreuses études (Hesse et Wagner, 2000).
Parallelement au développement de vecteurs toujours plus puissants, il est notamment
possible de travailler sur le contréle de la prolifération cellulaire et de l'apoptose, afin
d’augmenter la productivité et améliorer la qualité des protéines recombinantes synthétisées
(Fussenegger et Betenbaugh, 2002; Fusseneggel, 1999) ou sur le contrble de
I'expression des genes endogenes (Warner, 1999). Par ailleurs, les cellules CHO sont
capables de synthétiser des protéines complexes, de poids moléculaire élevé, correctement
repliées, maturées et possédant les modifications post-traductionnelles tres proches de celles

retrouvées sur les protéines humaines.

Parmi les principales cellules de mammiféres utilisées pour la production de protéines
recombinantes, on peut citer le cas des hybridomes, résultant de la fusion d’un lymphocyte B
(producteur d'un anticorps spécifique) et d'un myélome (cellule a propriétés tumorales).
Les hybridomes sont essentiellement utilisés pour la production des anticorps monoclonaux a
usage diagnostic (Littleet al, 2000). Le marché mondial des anticorps monoclonaux
thérapeutiques connait une croissance exponentielle, puisque ces molécules représentent 20%
des molécules thérapeutigues commercialisées. Fin 2001, dix anticorps monoclonaux étaient
commercialisés et utilisés a des fins thérapeutiques, quatre étaient en voie d’autorisation de
mise sur le marché et dix-sept testés dans des essais cliniques de phase Ill. Environ 160 autres
font actuellement I'objet d’essais cliniques de phases | et Il, et plusieurs centaines sont testés
dans des essais précliniques. Le seul marché des dix anticorps monoclonaux commercialisés
en 2001 représentait 8 milliards de dollars et devrait atteindre 16 milliards en 2008 (Pavlou et

Belsey, 2005). Actuellement, 18 anticorps monoclonaux sont commercialisés (PhRMA,
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2004). Le premier anticorps monoclonal (OKT3), produit dans des hybridomes murins a
obtenu l'autorisation de mise sur le marché en 1986. Les espoirs portés dans le traitement
contre les rejets d’allogreffes n'ont cependant pas atteint les résultats escomptés, car
I'administration de ces anticorps chez I’homme a déclenché de fortes réactions immunitaires
(Fagnani, 1994), et ce en raison des quantités importantes d’anticorps devant étre injectées
aux patients (150 a 1125 mg/dose). Il a donc été nécessaire de développer des voies de
recherche sophistiquées afin de produire des anticorps monoclonaux thérapeutiques
recombinants pouvant étre utilisés en thérapie humaine (Chowdhury et Wu, 2005; Tsurushita
et al., 2005). Ces travaux ont abouti a la production d’anticorps chimériques, c’est-a-dire
composes de régions constantes murines et de régions variables humaines, ou d’anticorps
totalement humanisés. Les systémes de production des anticorps monoclonaux recombinants
ont considérablement évolué ces derniéres années. Méme si les hybridomes et les cellules
CHO sont les plus utilisés pour de telles productions (Chadd et Chamow, 2002), d’autres
systemes d’expression tels les animaux transgéniques (Houdebine, 2002) et les plagtes (Ma
al., 2005; Fischeet al, 2003; Larricket al, 2001; Peeterst al, 2001) font I'objet de

nombreuses études et pourraient constituer des alternatives économiquement intéressantes.

3.2 Les capacités de glycosylation des différents systemes

d'expression

Pour qu’elles soient biologiquement actives, les protéines doivent subir de nombreuses
étapes de maturation. Ces modifications, consistant en I'ajout d’éléments non peptidiques, se
produisent apres ou pendant la traduction du message génétique en une chaine d’acides
aminés. Co- ou post-traductionnelles, ces modifications sont spécifiques du type de cellule
considérée et different d’'une espece a I'autre. Parmi les modifications souvent requises pour
assurer la fonction et la stabilité de la protéine, ainsi que son acheminement vers le lieu ou
elle est active, la glycosylation est I'une des plus fréquentes. Les glycannes associés aux
protéines sont extrémement variables en fonction de I’héte dans lequel la protéine d’intérét est
exprimée. Des exemples de structures glycanniques caractéristiques des systemes de
production décrits précédemment sont présentés dans la figure 1.1.
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Bactéries Levures Plantes | Cellules d’insectes Cellules de
(C. jejuni) (S. cerevisiae) mammiféres
« high mannose » «complexe » « paucimannose »  « oligo-mannose » « complexe »

Figurel.l: Exemples de structures N-glycanniques caractéristiques des glycoprotéines en fonction du
systéme d’expression considéré.

Glucose(A ), GIcNAc ( ®), mannose( @ ), al,6-fucose(#), al,3-fucose(<), B1,2-xylose (@),

GalNAc (O), bacillosaming@ ), B1,4-galactos€®), B1,3-galactos€O), acide sialique® ).

3.2.1 Les procaryotes

Il a longtemps été postulé que les bactéries ne possédaient pas de machinerie
intracellulaire capable d’effectuer les modifications post-traductionnelles, en particulier
la  N-glycosylation et la O-glycosylation. Cependant, des structures N-glycanniques ont été
caractérisées chez les archaebactéries alors que des O-glycannes semblent étre présents de
facon prépondérante chez les eubactéries (Schaffer 20@lL; Moens et Vanderleyen, 1997).

Des glycoprotéines possédant des N-glycannes ont également été détectées chez
Campylobacter jejunibactérie GramWackeret al, 2002). L’isolement du gengg|B codant

une protéine transmembranaire et possédant des homologies de séquences aveastlgpgene
codant une des huit sous-unités du complexe de I'OST de la levure, suggére que la protéine
PgIB est une homologue bactérienne de I'OST eucaryotique (Weicker2002). L'analyse

de la structure des N-glycannes de 22 glycoprotéines par spectrométrie de masse et RMN
révele la présence d'un heptasaccharide, composé d'un résidu bacillosamine (2,4-
diacétoamido-2,4,6-tridésoxy-glucopyrannose), cinq résidus GalNAc et un résidu glucose
branché (Youngt al, 2002) (figure 1.1). Comme chez les eucaryotes, la séquence consensus
Asn-X-Ser/Thr, appelée séquon, constitue un site potentiel de N-glycosylation. Néanmoins,
la présence de ce séquon sur la protéine est essentielle mais non suffisante pour la
glycosylation. En effet, pour que la protéine soit glycosylée, il faut que la chaine
polypeptidique soit au préalable exportée vers le périplasme, compartiment cellulaire ou a lieu

le transfert du précurseur oligosaccharidique sur la protéine (Nita-&bagr2004).
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Bien que les travaux récents aient mis en évidence l'existence d'un processus de
N-glycosylation dans les bactéries, les structures N-glycanniques identifiees different
considérablement de celles retrouvées sur les glycoprotéines humaines. Ces structures sont
susceptibles d’engendrer des réactions immunitaires chez 'homme, c’est pourquoi des
systemes d’expression eucaryotiques seront davantage privilégiés pour la production de

protéines dont les modifications post-traductionnelles sont essentielles a I'activité biologique.

3.2.2 Les levures

3.2.2.1 Saccharomyces cerevisiae

Les levures sont capables de reéaliser certaines modifications post-
traductionnelles mais la glycosylation n’est cependant pas identique a celle retrouvée chez
lhomme. En effet, ces micro-organismes produisent des N-glycannes de type
oligomannosidiquehjgh-mannoskg (figure 1.1), c’est-a-dire constitués d’'une cinquantaine a
une centaine de résidus mannose (Genwhéll, 1999). Ces glycannes ne ressemblent guére
aux glycannes des cellules des animaux supérieurs, si bien que les glycoprotéines produites

dans ces systemes d’expression sont souvent antigéniques pour ’'homme.

3.2.2.2 Pichia pastoris

En comparaison aves. cerevisiag trois différences principales apparaissent quant a
la structure des N-glycannes associés aux protéines hétérologues expriméespalsearis
(Cereghincet al, 2000). Il est fréquent de ne pas trouver de structures N-glycanniques hyper-
mannosylées. Il semble que les structures glycanniques identifiées soient majoritairement de
type ManGIcNAc, ou ManGIcNAc, (Montesinoet al, 1998). Une autre différence réside
dans la présence de résidus6-mannose sur le noyau des N-glycannes associés a I'invertase
(Trimble et al, 1991), le t-PA (Mielest al, 1997) ou d’'autres protéines (Montesigtoal.,
1996). Enfin, les N-glycannes ne possedent pas de résidus mannose terminauxtligs en
(Verostek et Trimble, 1995). En plus de la présence de N-glycannes deidipmannose
des structures de type O-mannose, absentes sur les protéines natives, ont été mises en
evidence sur l'anti-thrombine Ill produite chdz pastoris (Mochizuki et al, 2001).

Dans ce cas, la présence des O-glycannes réduit de 50% [I'activité de la glycoprotéine
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produite. Ainsi, toutes ces différences font des protéines produite®.paastoris des

molécules difficilement utilisables en thérapeutique humaine.

Compte tenu des atouts économiques attractifs des levures, plusieurs équipes se sont
intéressées aux possibilités d’« humaniser » les voies de glycosylation dans ces hétes, de
facon a produire des glycoprotéines similaires aux glycoprotéines humaines (Gerngross,
2004). Deux stratégies ont été adoptées pour produire des protéines recombinantes
humanisées : la modification de la séquence en acides aminés afin d’éliminer des sites de
glycosylation (Asami et al, 2000) ou la construction de souches génétiqguement modifiées
possédant des voies de glycosylation « humaines ». Ainsi, en exprimant le géne codant une
1,2-0-D-mannosidase, Callewaert al (2001) ont réussi a convertir le précurseur
MansGIcNAc, en MarGIcNAC,, qui ne peut plus étre le substrat des hyperglycosylations.

La délétion de génes codant certaines glycosyltransférases et l'insertion de géenes codant
d’autres glycosyltransférases humaines ou mammaliennes, non exprimées chez la levure, ont
également abouti a la production de glycannes complexes humanisés, possédant des résidus

galactose terminaux chez pastoris (Bobrowiczet al, 2004).

3.2.3 Les plantes transgéniques

Sous leur forme actuelle, les plantes ne sont pas encore idéales pour la production en
masse de protéines recombinantes car elles synthétisent des molécules dont la glycosylation
n‘est pas toujours compatible avec une application thérapeutiqgue chez I'homme.
C’est seulement dans les compartiments tardifs de I'appareil de Golgi que la maturation des
N-glycannes differe chez les plantes, en particulier en raison de I'ajout de f&ki2lxylose
et dal,3-fucose a de tres nombreux glycannes végétaux @iagle 2001; Lerougeet al,

1998) (figure 1.1). L'administration de protéines thérapeutiques portant de telles structures

glycanniques peut se réveéler étre fortement immunogéne pour 'lhomme.

De nombreux travaux de type génie meétabolique sont actuellement en cours afin
d’améliorer la machinerie de glycosylation des végétaux. La plupart des stratégies étudiées
afin d’humaniser les N-glycannes concernent l'inhibition de glycosyltransférases résidentes
de l'appareil de Golgi (von Schaewest al, 1993) ou I'expression de nouvelles

glycosyltransférases telles la N-acétylglucosaminyl transférase | humaine (von Sckaewen
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al., 1993), lu2,6-sialyltransférase (Wenderoth al, 2000) ou |831,4-galactosyltransférase
(Bakkeret al, 2001). La présence de glycannes sialylés endogenes chez les plantes est sujette
a controverse : les résultats de Skafal (2003) ont montré I'existence de glycoconjugués
sialylés dans les cellules végétales, alors que les mémes expériences reproduites pat Séveno
al. (2003) ont révélé que si l'acide sialique est détecté, il n'était pas associé aux structures
N-glycanniques. L'obtention de glycannes sialylés chez les plantes, en adaptant la machinerie
de maturation des N-glycannes végétaux, nécessiterait le transfert d’au moins cing genes
hétérologues différents codant des enzymes impliqguées dans la biosynthese de I'acide sialique
dans le cytosol et son transport dans l'appareill de Golgi (Fetyeal, 2005).

Ainsi, la production de glycoprotéines recombinantes sialylées chez les plantes représente un

nouveau défi dans le domaine des biotechnologies végétales.

Plusieurs protéines d'intérét pharmaceutique ont été produites chez les plantes mais de
facon relativement restreinte : des protéines plasmatiques, des vaccins, des anticorps,
des facteurs de croissances, hormones et cytokines, des enzymes...A I'heure actuelle, seules
deux protéines sont commercialisées : l'avidine (Hebdl, 1997) et laB-glucuronidase
(Witcheret al, 1998). Mais de nhombreuses molécules produites dans des systemes végéetaux
font I'objet de tests cliniques et les plantes sont essentiellement utilisées pour la production
d’anticorps (Ko et Koprowski, 2005; Stogetrral, 2002) et de vaccins (Streatfield et Howard,
2003; Walmsley et Arntzen, 2003). Des vaccins contre I'antigene de surface du virus de
I'hépatite B ou d’autres antigenes sont notamment a I'étude. Plusieurs anticorps, encore
appelés « planticorps », parfaitement actifs, ont été obtenus par [l'utilisation des plantes
comme systeme d’expression. L'un d’eux, CaroRX, ajouté & la nourriture est capable de
protéger des souris contre 'espece bactéri@treptococcus mutans, responsables des caries

dentaires, et est actuellement en phase d’essais cliniques (Malea)).

3.2.4 Les animaux transgéniques

La glande mammaire des animaux transgénigues ne procéde pas toujours de maniere
satisfaisante aux maturations post-traductionnelles des protéines, et ce, d’'une maniere peu
prévisible. Peu de travaux ont été menés quant a I'étude de la glycosylation des protéines

recombinantes dans le lait d’animaux transgéniques. Néanmoins, daated 995) et Cole
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et al. (1994) ont montré que peu de protéines possédant des glycannes de type complexe
étaient produites dans le lait de souris et de chévres transgéniques respectivement.
Cependant, les animaux transgénigues sont capables de produire des glycoprotéines
relativemant complexes, sans manipulations génétiques préalables. Par exemple,
la superoxyde dismutase humaine produite dans le lait de lapins transgéniques est active, sous
forme dimérique, normalement glycosylée et associée a I'ion cuivre (Stroragaist1997).

En revanche, til-antitrypsine humaine, synthétisée par la glande mammaire de la brebis,
n'est pas complétement glycosylée. Dans le cas de la production de I'anti-thrombine IlI
humaine dans le lait de chévre, celle-ci possede des glycannes de structure appropriée pour
une utilisation en thérapeutique humaine. En effet, I'anti-thrombine Il posséde un ratio
NeuAc/NeuGc plus éleveé que la protéine plasmatique humaine, les acides sialiques sont liés
exclusivement em2,6 et les résidual,3 galactose sont susbtitués par des résidus GalNAc
(Zhouet al, 2005).

Compte-tenu de la complexité du systéme de production que constituent les animaux
transgéniques, peu de travaux d’humanisation des voies métaboliques de la glycosylation ont
été conduits jusqu'a présent. Bret al (1996) ont réussi a faire exprimer
uneal,3/4 fucosyltransférase a des souris transgéniques adultes. Cependant, la majorité des
études publiées consiste en I'élimination ou la réduction de I'expression de xénoépitopes
al,3 galactose présents sur les glycannes des protéines, car ces épitopes sont immunogéenes
pour I'hnomme, particulierement dans le cas des xénotransplantations (Satnalrjr2001).

Des tentatives de blocage des xénoépitopes immunogenes par knock-out ont permis
la production di-galactosidase et d1,2-fucosyltransférase (Osmanhal, 1997). Le progrés

des technologies de xénotransplantations et des techniques de clonage ont ensuite rendu
possible la production de porcs transgéniques dont les cellules n’expriment pas
d’'al,3-galactosyltransférase (Ramsoonddr al, 2003; Lai et al, 2002). Pour eviter

les problemes générés par des protéines possédant des structures glycanniques produites par
I'animal transgénique différentes de celles présentes sur les protéines humainestRdrker

(2004) ont éliminé, par mutagénése, le site de N-glycosylation de la fétoprotéine produite
dans le lait de chevre. Dans ce cas, la protéine recombinante présente une activité identique a
la protéine humaine. Il va de soi que ce type de stratégie ne sera envisageable que si

la glycosylation n’est pas essentielle pour 'activité biologique de la protéine d’intérét.
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3.2.5 Les cellules animales

3.2.5.1 Les cellules d'insectes

Contrairement aux structures glycanniques complexes et multi-antennées observées
sur les protéines produites par les cellules de mammiferes, les N-glycannes synthétisés par les
cellules d’insectes sont de type oligomannose @¥&8IcNAC,) ou pauci-mannose (Man
GIcNAc). En outre, ces derniéres portent souvent, sur le résidu GIcNAc d’attache, un résidu

fucose lié ernl,6, et chez certaines espéecesy &8 (Altmann et al 1999) (figure 1.1).

De nombreux travaux ont alors été menés afin d’humaniser les glycoprotéines
recombinantes produites par le systeme baculovirus-cellules d’'insectes élali2003).
L’objectif étant la production de glycoprotéines portant des structures N-glycanniques de type
complexe, les cellules d’insectes, ou les virus, ont été transfectés avec des genes codant
la B1,4-galactosyltransférase eti2,6-sialyltransférase. La lignée cellulaifechoplusia ni
4h a ainsi eté généree (Hollister et Jarvis, 2001). Il a, en effet, longtemps été considéré que
les cellules d’insectes n’étaient pas capables de réaliser la sialylation en raison de la présence
en faible quantité d’acide sialique (Lawrereteal, 2000) et de la non détection de CMP-
acide sialique, substrat des sialyltransférases (Toatigd, 2001; Hookeet al, 1999) dans
les cellules Spodoptera frugiperda (Sf9). Récemment, |'existence d’acide sialique sur
les glycoprotéines a été mise en évidence dans les cellidd®plusia ni4h, cultivées en
présence de sérum : cette lignée cellulaire est capable de sialyler la phosphatase alcaline
placentaire sécrétée (SeAP) avec un taux de sialylation de 20% (Joosten et Schuler, 2003;
Joshiet al, 2001). Hollisteret al (2003) ont montré que ces cellules pouvaient produire des
glycoprotéines sialylées lorsqu’elles étaient cultivées en présence d'une source exogene
d’acide sialique, en I'occurrence les acides sialiqgues présents dans le sérum ou sur la fétuine.
Il semblerait que I'acide sialiqgue porté par les glycoprotéines sialylées extracellulaires soit
utilisé pour la synthése de CMP-acide sialique, transporté dans I'appareil de Golgi puis utilisé
pour la sialylatiorde novo des glycoprotéines a l'aide d’une sialyltransférase intracellulaire.
Aumiller et al (2003) ont transfecté la lignéeichoplusia ni4h avec deux genes codant
des enzymes mammaliennes impliquées dans la biosynthese de CMP-acide sialique : la lignée
mutante résultante est capable de synthétiser du CMP-acide sialique et de sialyler
efficacement les glycoprotéines lorsqu’elles sont cultivées en absence de sérum, de

sialoglycoprotéines exogénes ou d’acide sialique libre. Néanmoins, une autre lignée de
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cellules DpN1, issue des Iépidopter&anaus plexippus est capable de synthétiser

des glycannes de type complexe et sialylés, sans aucune manipulation génétique préalable
(Palomarest al, 2003). En présence de sérum dans le milieu de culture, 26% des glycannes

sont de type complexe, 12% d’entre eux sont galactosylés et 13% sont sialylés. Il apparait

ainsi que la glycosylation reste encore I'une des limites majeures du systéme d’expression

cellules d’insectes/baculovirus.

Des vaccins a usage Vétérinaire produits dans des cellules d’insectes sont déja sur
le marché, notamment le vaccin contre la fievre aphteuse, développé par la société Intervet et
commercialisé aux Etats-Unis, ou contre la grippe aviaire (Swatyaé, 2000). En ce qui
concerne la thérapie humaine, des vaccins recombinants anti-cancer (Setnadndi998),
contre le virus de I'immunodéficience humaine (Keederal, 1994) ou contre I'agent du
paludisme (Shet al, 2000) sont en cours d’évaluation clinique et pourraient prochainement
arriver sur le marché. La société américaine Protein Sciences Corporation a développé un
vaccin contre le syndrome respiratoire aigu sévere (SRAS) produit par des cellules d’insectes,
dont les essais cliniques se déroulent actuellement.

De facon plus anecdotique, des insectes entiers, des larves ont également été utilisés pour
la production d’IL-2, d'IFNet ou de vaccin anti-grippal (Dodet al, 1990; Phanet al,
1999; Cha et a) 1999).

3.2.5.2 Les cellules de mammiféres

Pour ce qui est de la glycosylation, les cellules CHO sont capables de reproduire des

séquences oligosaccharidiques de structures quasi-similaires a celles retrouvées chez

I’'hnomme. Ceci sera traité en détails dans le paragraphe Il du chapitre II.

Au regard des avantages et des inconvénients de chaque systeme décrit préecédemment,
il apparait clairement que le choix du systeme d’expression doit tenir compte de divers
criteres, économiques, qualitatifs voire éthiques. La qualité des protéines recombinantes
produites est un impondérable et oriente le choix du systeme de production.
Si la glycosylation est indispensable, la protéine sera préférentiellement exprimée dans des
cellules de mammiféres, en particulier les cellules CHO et les cellules NSO. En revanche, si

la protéine naturelle n'est pas glycosylée, I'on pourra choisir un systeme de production
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bactérien, teE. coli. Dans le cas ou la glycosylation est souhaitable mais non essentielle a

I'activité biologique de la protéine, les arguments économiques trancheront.

IT. La culture en masse des cellules animales

1. Le milieu de culture
1.1. La composition du milieu de culture

1.1.1 Les milieux de base

Les milieux de base utilisés en culture cellulaire contiennent le plus souvent des
éléments minéraux, des acides aminés et organiques, des vitamines, un tampon, un indicateur
de pH et une source carbonée. Plusieurs milieux de base commerciaux, élaborés il y a plus de
trente ans, sont désormais disponibles (RPMI, MEM, DMEM, IMDM, Ham'’s F12, etc...).
lIs sont généralement complémentés par I'ajout de divers composants tels des lipides,
des protéines, des acides aminés, des modulateurs de croissance ou de production,

des cytokines, des antibiotiques, des nucléotides, des surfactants, etc...

1.1.2 Le glucose

Le glucose constitue la principale source d’énergie et de carbone apportée aux
cellules. Sa concentration physiologique intracellulaire chez ’lhomme est de 5 mM. Dans les
milieux de culture, il est présent a des concentrations comprises entre 5 et 25 mM. Afin de
limiter la production de lactate, ce sucre métabolisé rapidement peut étre associé ou substitué
par d’autres glucides, métabolisés plus lentements, comme le maltose ¢Davall982),
le galactose (Wagner, 1990) ou le fructose (Dardenne, 1995; Imatral;gl982).

1.1.3 La glutamine

Acide aminé essentiel, la glutamine est la deuxiéme principale source d’énergie et de
carbone des cellules. Elle est importante pour la croissance cellulaire, et intervient également
en tant que précurseur, dans la biosynthése des nucléotides puriques et pyrimidiques, des
acides nucléiques et des acides aminés (Engstrom et Zetterberg, 1984). Sa concentration dans

les milieux de culture est généralement dix fois supérieure a celle des autres acides aminés
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(0,5 a 5 mM). Il est important que le milieu de culture contienne de la glutamine, car les
cellules animales (hybridomes et myélomes) sont dépourvues de glutamine synthétase ou
possédent une enzyme de activité faible (cellules CHO et BHK). Par conséquent, elles sont
incapables de synthétiser la glutamine a partir d’ions ammonium et de glutamate (Neermann
et Wagner, 1996).

1.1.4 Les acides aminés

Les acides aminés sont les principaux pourvoyeurs d’azote, et sont impliqués dans la
biosynthese des protéines et des nucléotides chez les mammiferes. Treize acides aminés sont
dits essentiels pour les cellules animales, il s’agit de l'arginine, la cystéine, la glutamine,
I'histidine, I'isoleucine, la leucine, la lysine, la méthionine, la phénylalanine, la thréonine,
le tryptophane, la tyrosine et la valine (Eagle, 1959). Cinq autres acides aminés sont
également apportés par le milieu: l'arginine, la cystéine, le glutamate, l'histidine et la
tyrosine. Les concentrations en acides aminés sont variables en fonction du milieu de culture

considéré.

1.15 Les lipides

Les lipides sont des éléments constitutifs des membranes cellulaires. Le cholestérol et
les acides gras sont les composants lipidiques principaux des milieux de culture. Dans le cas
de milieux sans sérum, il est indispensable de les ajouter pour assurer la croissance cellulaire
(Barnes et Sato, 1980). Certains acides gras essentiels, comme I'acide linoléique, ont un effet

stimulateur sur la croissance cellulaire (Castral, 1996).

1.1.6 Les vitamines et les cofacteurs

Tous les milieux de culture ne contiennent pas la totalité des vitamines nécessaires a
la croissance cellulaire. Les vitamines sont des molécules organiques requises en faible
quantité, qui ne peuvent pas étre synthétisées par les cellules et qui doivent, en conséquence,
entrer dans la composition du milieu de culture. Ce sont surtout des vitamines hydrosolubles
qui sont apportées par le milieu : I'acide nicotinique (niacine) et le nicotinamide (vitamine

PP), la thiamine (vitamine ;B la riboflavine (vitamine B, l'acide pantothénique,
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la pyridoxine (vitamine B, la biotine (vitamine H), la cobalamine (vitaming,)B I'acide

folique et l'acide ascorbique (vitamine C). Ces vitamines interviennent en tant que coenzymes
ou dans la composition de certains coenzymes. La vitamine C est également une substance
anti-oxydante. Certains auteurs ont montré que la concentration de certaines vitamines
présentes dans les milieux couramment employés pouvait étre insuffisante et conduire a
la limitation de la croissance cellulaire (Kuraeb al, 1990b). De plus, la concentration
initiale d’'une vitamine dans un milieu de culture est susceptible de modifier la vitesse de

croissance cellulaire ainsi que la productivité (Hiller et894).

1.1.7 Les nucléotides

Les nucléotides sont des molécules essentielles pour le métabolisme cellulaire.
En effet, les nucléotides mono-, di- et tri-phosphates (ATP, CTP, GTP et UTP) participent
au maintien du métabolisme énergétique. Ce sont également des précurseurs des nucléotides-
sucres, tels I'UDP-Glc, I'UDP-Gal, I'UDP-GIcNAc, I'UDP-GalNAc, le GDP-Man,
le GDP-Fuc, le CMP-NeuGc et le CMP-NeuAc. Outre leur role dans diverses voies
métaboliques, les nucléotides-sucres sont des molécules indispensables au bon déroulement
du processus de glycosylation, car ce sont des substrats donneurs de résidus glucidiques dans
les réactions enzymatiques se déroulant dans le RE et I'appareil de Golgi. Enfin, les ribo- et

désoxynucléotides participent a la synthése de ’ADN et de 'ARN.

1.1.8 Les éléments minéraux

Les ions inorganiques interviennent dans le maintien du pH et 'osmolarité du milieu,
le transfert de molécules a travers les membranes et comme cofacteurs enzymatiques.
Ces ions sont notamment le calcium, le magnésium, le phosphate, le potassium et le sodium.
Les ions métalliques sont apportés a I'état de traces par le milieu de culture, car ils semblent
essentiels a la croissance cellulaire, ils participent au site actif de certaines enzymes et

interviennent dans les réactions de la chaine respiratoire (fer).
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1.2 Le sérum de veau foetal

Malgré un codt relativement éleve, le sérum est encore actuellement largement utilisé
pour la formulation des milieux de culture. L'ajout de sérum de veau fcetal permet
d’augmenter la croissance cellulaire et protege notamment les cellules contre les forces de
cisaillement. La composition du sérum est complexe et variable d’'un lot a I'autre. Il contient
de fortes concentrations en protéines ce qui peut compliquer la purification de la protéine
recombinante d’intérét. Il comporte également des enzymes hydrolytiques. L’'inconvénient
majeur de l'utilisation du sérum est la présence potentielle d’agents infectieux pathogenes
(virus, prions, mycoplasmes...). Ainsi se sont développés, ces dernieres années, des milieux
de culture sans sérum, voire dépourvus de protéines d'origine animale. La composition
chimique de tels milieux est alors parfaitement définie et controlée. Le sérum est en général
substitué par des molécules comme linsuline, la transferrine, I'aloumine et des lipides.
Les hydrolysats végétaux se révélent également étre une alternative particulierement
intéressante (Farges, 2005; Molslkt2003).

2. La culture de cellules de mammiféres en bioréacteurs
2.1 Les parameétres opératoires contrdlés

2.1.1 La température

La température du milieu de culture doit étre régulée de fagon précise. La température
optimale de croissance des cellules animales est de 37°C, mais la croissance n’'est pas
perturbée outre mesure pour des températures comprises entre 36,5°C et 38°C (Dwtommun
al., 2002). En deca, la croissance est ralentie (Kugarad, 1990a). A des températures trop
élevées, les cellules génerent des protéines de choc therrhigptesbock proteinsdont
le réle est d’adapter la cellule a cette élévation de température (Jenkins et Hovey, 1993).

2.1.2 Le pH

Les cellules animales tolérent de faibles variations de pH et doivent par conséquent
étre cultivées dans un milieu de culture dont le pH est compris entre 6,8 et 7,8, la valeur de

pH optimale pour la croissance étant voisine de 7,2. Le milieu de culture est généralement
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tamponné par du bicarbonate de sodium. Au cours de cultures en bioréacteurs, les cellules
peuvent produire de I'acide lactique en quantité importante. Le milieu de culture est alors

maintenu a un pH proche de la neutralité par ajout de soude. La régulation du pH est
essentielle car un pH inférieur a 7 peut provoquer un déces cellulaire important sous forme de

lyse (Goergen et gl1993).

2.1.3 L'oxygene dissous

L’'oxygéne est primordial pour les cellules animales puisqu’elles consomment entre
0,05 et 0,5 mmol @h/10 cellules (Richteet al, 1972). En bioréacteur, la surface de contact
entre l'air et le ciel est trop faible pour assurer, a linterface air-liquide, les échanges
diffusionnels suffisants. C’est pourquoi 'oxygéne est apporté dans le milieu de culture, par
exemple par un systeme de diffuseur fritté. Ceci permet de maintenir la pression partielle en
oxygene (p@ a une valeur de consigne proche de 50% de la saturation en air. SidatpO
trop faible, la respiration cellulaire est compromise. Si la g€d trop élevée, les cellules, en
état de stress oxydant, produisent des especes oxygenées hyper-réactives et toxiques (anions

superoxydes, radicaux peroxydes).

2.2 Les modes de culture et les technologies des bioréacteurs

Le mode discontinub@tch) est un systeme, dans lequel les cellules sont ensemencées
a une certaine densité cellulaire, et aucun milieu n’est ajouté, ni soutiré. Ainsi, I'épuisement
d’'un ou plusieurs nutriments et/ou I'accumulation de composés toxiques vont provoquer
I'arrét de la croissance. La durée de la culture est de I'ordre d’'une semaine, en fonction de la
lignée cellulaire considérée et du milieu de culture employé. En fin de croissance, le réacteur
peut étre vidé a 90%, et les cellules restantes reensemencées dans du milieu neuf, permettant
de redémarrer une nouvelle culture. Dans ce cas, on parle d'un mode de culture « recharge-
récolte ». Deux technologies de réacteurs sont disponibles pour réaliser les cultures en mode
discontinu : les réacteurs parfaitement agités et les réacteurs de type gazo-siphon, dans
lesquels l'agitation est effectuée au moyen d’un flux montant de bulles d’air. Les volumes des
cuves utilisées industriellement aujourd’hui, en mode discontinu, varient de 1 000 a 20 000
litres (Kretzmer, 2002).
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En mode semi-continugd-batch), le milieu de culture est ajouté en continu ou par
paliers. Aucun soutirage n’est réalisé, si bien que le volume du milieu de culture dans le
bioréacteur va augmenter. En comparaison avec le mode discontinu, le mode semi-continu
permet de prolonger la phase de croissance par I'apport continu d’éléments nutritifs, ce qui
engendre généralement une productivité accrue. Compte tenu de cet intérét économique
indiscutable, le mode semi-continu est habituellement utilisé pour les productions a I'échelle
industrielle et s’est énormément développé ces derniéres années. Les capacités volumiques

des cuves peuvent alors atteindre 15 000 litres (Werner et Noé, 1993).

Le mode continu consiste a ajouter en continu du milieu de culture neuf et soutirer en
continu le milieu usagé. Il n’y a donc aucune variation de volume. Ce systéme permet de
maintenir les cellules a une viabilité élevée durant une longue période; une culture peut ainsi
durer plusieurs mois. Ce mode de culture demeure néanmoins peu utilisé a I'échelle
industrielle.

Les réacteurs peuvent étre munis d'un dispositif de rétention des cellules, permettant
de soutirer du milieu de culture sans cellules. On parle alors de réacteurs perfusés. Le mode
de culture perfusé permet d’obtenir de hautes densités cellulaires et d'utiliser des taux de
dilution supérieurs a la vitesse maximale spécifique de croissance (Metcdle 2000).

Les composés labiles peuvent également étre éliminés rapidement du milieu de culture.
Les cultures en mode perfusé demandent plus de mise au point lorsqu’il s’agit de passer a
grande échelle, compte tenu de la relative complexité de la technologie a mettre en oeuvre.
De nombreuses études sont menées a |'échelle du laboratoire, mais peu d’exemples de
procédés industriels utilisant cette technologie sont décrits dans la littérature (Kretzmer,
2002). Les réacteurs perfusés peuvent étre classés en deux catégories : les réacteurs dans
lesquels les cellules sont circulantes et ceux dans lesquels les cellules sont immobilisées.
Dans ce dernier cas, les cellules peuvent étre immobilisées entre deux membranes planes
(Goergeret al, 1994) ou dans un faisceau de fibres creuses @ladi, 1995). Lorsque les
cellules sont en suspension, plusieurs dispositifs de rétention cellulaire peuvent étre utilisés.
Elles peuvent étre séparées du milieu de culture par micro- ou ultrafiltration (Brotherton et
Chau, 1996), par centrifugation continue (Johnsbiml, 1996), a I'aide d'un filtre rotatif

encore appelé spin-filter » (Deoet al, 1996), par sédimentation gravitationnelle (Véeal,

2000) ou acoustigue (Shirgaonkaral.,, 2004 ; Gorenflo et aR003 ; Merten, 2000).
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ITI. La glycosylation des protéines dans les cellules animales

La structure primaire de la chaine polypeptidique ne dépend que de la séquence
nucléotidique de I'ADN et est donc parfaitement prévisible, car le code génétique est
universel. Cependant, la plupart des protéines subissent des modifications co- ou post-
traductionnelles, qui dépendent de la protéine et de I'équipement enzymatique de la cellule
héte, et sont donc plus difficilement prévisibles.

La glycosylation est un terme générique désignant les différentes réactions d’addition
covalente de structures glucidiques, appelés glycannes, sur une protéine (glycoprotéine) ou
sur un lipide (glycolipide). Il s'agit d'un processus intracellulaire éminemment complexe. La
plupart des protéines sont en effet glycosylées et les glycoprotéines sont présentes dans tous
les organismes : bactéries, plantes et animaux. D’apres Hanish (2001), plus de la moitié des

protéines répertoriées seraient des glycoprotéines.

1. Macrohétérogénéité et microhétérogénéité

Rademachert al (1988) ont introduit le terme de glycoformes pour décrire des
glycoprotéines ne différant les unes des autres que par leur structure glycannique. On parle
alors de glycohétérogénéité. Cette hétérérogénéité peut étre de deux ordres: (i) I'hétérogenéité
d’occupation des sites de glycosylation (macrohétérogénéité) se caractérise par I'occupation
plus ou moins partielle des sites de glycosylation, (ii) I'nétérogénéité de structure des
glycannes (microhétérogénéité) se traduit par la présence de glycannes différents sur un site
de glycosylation donné d’une chaine polypeptidique. Cette diversité de structure nécessite un

contréle multiple et complexe des diverses étapes de la glycosylation.

2. N-Glycosylation et O-Glycosylation

Suivant la nature de la liaison O- ou N-glycosidique, on peut distinguer deux groupes

de glycoprotéines : les O-glycosylprotéines et les N- glycosylprotéines.
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2.1 La O-glycosylation

Dans le cas de la O-glycosylation, la structure oligosaccharidique est liée de fagon
covalente sur un groupement hydroxyl des acides aminés sérine, thréonine, tyrosine,

hydroxylysine ou hydroxyproline (figure 1.2).

GalNAc
NH
° |
— CH— CH
© | | Thr/Ser
NH CHH c=o0
| NH,
c=0
|
CH,
COOH

Figurel.2 : Exemple de liaison O-glycosidique Gala&er/Thr.

Le processus de O-glycosylation se déroule dans I'appareil de Golgi et consiste en
une série d’ajouts de groupements monosaccharidiques sur une chaine polypeptidique en voie
de synthese (Lodiskt al, 2004). A ce jour, aucune séquence consensus de fixation des
O-glycannes sur les protéines n'a pu étre caractérisée. Néanmoins, la glycosylation des
groupements hydroxyl de I'acide aminé est influencée par la conformation locale de la chaine
polypeptidique. Autour du site de glycosylation, les résidus prolines sont en général observés
en position -3, -1#3. L'alanine est abondante entre -4+&t et la glycine frequemment
retrouvée en position -6 (O’Connedt al, 1991). Plusieurs types de O-glycannes ont été
décrits dans la littérature (Spiro, 2002) et les motifs les plus fréquents sont présentés dans le

tableau 1.2.

46



Chapitre | - Synthése bibliographique

Tableau 1.2 : Diversité des structures O-glycanniques retrouvées dans différents organismes, animaux

ou végeétaux.

Résidus impliqués dans la liaison
O-glycosidique

Hote Glycoprotéines Références
Acide aminé de la Glucide de la stucture caracteristique caracteristiques
protéine glycannique
Sérine/thréonine GalNAc Cgllules Mucilagineuses Sadler, 1984
animales
Sérine/thréonine GIcNAc Eucaryotes Nucleal.res et Chou et al., 1992
cytosoliques
Sérine/thréonine Mannose Levures Pas de'p.royelne Herscovics et
caractéristique Orlean, 1993
Sérine/thréonine Fucose Cellules EGF Shao et al., 2002
mammaliennes  Facteurs de coagulation  Bjoern et al. ,1991
Sérine Xylose Cellules Glycosaminoglycannes Yaganashita et al,
y animales Y gy 1992
. s N Colley et
Hydroxylysine Galactose Vertébrés Collagéne Baezinger, 1987
Hydroxyproline Arabinose/Galactose Plantes Extensines Qietal, 1997

Faye et al., 2005

2.2 La N-glycosylation

La liaison covalente du glycanne a la protéine s’établit entre le carbone anomérique

d’'un résidu N-acétylglucosamine et I'azote de la fonction amide d’'un résidu asparagine,

appartenant a une séquence consensus de type Asn-X-Ser/Thr (figure 1.3).

GlcNAc ﬁ '\l‘H
C — CH,— CH
(0] NH |
cC=0o0
I
NH NH
| |
c=o R— ?H
I
CH, <|3= %
NH

OH — CH— CH

CHy/H

Figurel.3: Liaison N-glycannique de type GICNBLAsn.

cC=0

NH,

X

Ser/Thr

COOH
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Les N-glycannes sont caractérisés par un noyau pentasaccharidique, de type
MansGIcNAC,, encore appel€ore (figure 1.4), sur lequel se fixent différentes séquences
oligosaccharidiques baptisées antennes, du fait de leur morphologie, de leur flexibilité et de
leur réle de signaux de reconnaissance. Ces antennes possédent a leurs extrémités les sucres

dits périphériques.
Man (a1,6)

Man (31,4) — GIcNAc (B1,4) — GIcNAc (B1,N) — Asn

Man (a1,3)

Figurel.4: Structure du noyawcére) des N-glycosylprotéines.

Classiquement, trois types de structures N-glycanniques sont décrites chez les
mammiféres : le type oligomannosidique, le type complexe et le type hybride (Kornfeld et

Kornfeld, 1985) (figure 1.5).

¢ Structure oligomannosidique

Man (a1,6) noyau

Man (a1,6)

M 1,3
an (a.3) Man (1,4) — GlcNAc (B1,4)— GlcNAc (B1,N) Asn

Man (a1,3)

¢ Structure complexe
noyau

NeuAc (02,6) — Gal (B1,4) — GIcNAc (B1,2)— (Man (a1,6)
Man (B1,4) — GIcNAc (B1,4)— GIcNAc (B1,N) Asn

NeuAc (a2,6) — Gal (B1,4) — GIcNAc (B1,2)— | Man (a1,3)

+ Structure hybride
Man (a1,6) noyau

Man (al,6)

M 1,6
an (o1.9) Man (31,4) — GIcNAc (B1,4)— GIcNAc (B1,N) Asn

NeuAc (02,6) — Gal (B1,4) — GIcNAc (B1,2)—| Man (a1,3)

~

Figurel.5: Les trois principaux types de N-glycannes (selon Kornfeld et Kornfeld, 1985).
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3. Biosynthése des N-glycosylprotéines dans les cellules de mammiferes

La N-glycosylation constitue une modification post-traductionnelle majeure puisque la
masse des glycannes peut représenter 5 a 85 % de la masse totale des glycoprotéines
(Meynal-Salles et Combes, 1996). La différence fondamentale entre la synthése d’ADN,
d’ARN et de protéines d'une part, et la synthése des glycannes d’autre part, est que la
premiere repose sur la reproduction fidele d’'un modéle, tandis que la seconde dépend du bon
fonctionnement de la spécificité de toute une série d’enzymes. Ainsi, la glycosylation dépend
de I'ordonnancement des réactions enzymatiques et de leur contréle. Toutes ces réactions sont
catalysées par des glycosyltransférases et des glycosidases. La N-glycosylation est un
processus cellulaire relativement complexe, puisqu’il faut prés de quarante réactions
enzymatiques successives pour aboutir a la synthése d’'un glycanne. De plus, de nombreux

précurseurs sont nécessaires a I'élaboration des diverses structures glycanniques.

3.1 Le cycle des dolichols
3.1.1 Les acteurs du cycle des dolichols

3.1.1.1 Les glycosyltransférases

Les réactions de la glycosylation sont catalysées par des enzymes particuliéres, les
glycosyltransférases. La réaction consiste en un transfert d’'un monosaccharide sur un

accepteur et cette réaction se déroule généralement de la fagcon suivante :

X-sucre + accepteur-OH (ou —NH) — accepteur-O (ou —N)-sucre + X

Les groupements monosaccharidigues sont apportés par des substrats donneurs, les
nucléotides-sucres. Ces molécules hydrophiles sont synthétisées dans le cytoplasme alors que
la plupart des réactions de glycosylation se font dans la lumiére du reticulum endoplasmique

ou de l'appareil de Golgi. Le passage des nucléotides-sucres au travers des membranes
intracellulaires se fait grace a des transporteurs spécifiques qui constituent un point de

contrle dans la régulation des réactions de glycosylation. Chaque glycosyltransférase est
spécifique d’un accepteur, d’une liaison et d’'un donneur (Betrdé, 1999). Par conséquent,

il existe un grand nombre de glycosyltransférases. Chez les eucaryotes supérieurs, plus de

cents géenes codant des glycosyltransférases différentes ont été clonés a ce jour, et ces
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enzymes possedent toutes des similarités de topologies. Chaque enzyme a une localisation
cellulaire précise et les difféerentes réactions de glycosylation sont compartimentées, ce qui
implique que la biosynthese d’un glycoconjugué nécessite la translocation de ce dernier dans

ces différents compartiments.

3.1.1.2 Les nucléotides et nucléotides-sucres

a. Les nucléotides

Les nucléotides interviennent a de nombreux niveaux dans le métabolisme cellulaire.
Toutes les cellules les synthétisdetnovo ou a partir d'intermédiaires de dégradation (voies
de récupération). Les nucléotides triphosphates, en particulier I'adénosine-5'-triphosphate
(ATP), constituent des pourvoyeurs d’énergie universels. Directement ou par leurs dérivés, ils
exercent un pouvoir régulateur sur les voies métaboliques qui les synthétisent ou les

consomment. Les nucléotides sont aussi utilisés pour la synthése des acides nucléiques.

+ Les nucléotides pyrimidiques : 'UTP et le CTP

L’uridine-5'-triphosphate (UTP) intervient dans le processus de la glycosylation, en
tant que précurseur de la biosynthese des nucléotides-sucres, 'UDP-Glc et 'TUDP-GIcNACc et
'UDP-GalNAc. L'UTP peut étre généré par deux voies de biosynthése distinctes : une voie
de synthese dite de novo, dans laquelle 'TUTP est synthétisé a partir de carbamoyl-P (réactions
1 a 8), et une voie de synthése dite de récupération, dans laquelle 'UTP est synthétisé a partir
du nucléoside pyrimidique préformé, l'uracile (réactions 13 a 17) (figure 1.6). Cette derniére
voie, est d’'un point de vue énergétique, bien plus économique que la syd¢héseo.

L’'UTP synthétiséde novo est préférentiellement utilisé pour la synthése des UDP-sucres
(UDP-GIc et UDP-GIcNAc) et des CDP-phospholipides, alors que 'UTP de la voie de
récupération serait plutét utilisé pour la synthese d’ARN (Anderson et Parkinson, 1997).
La carbamoyl phosphate synthétase (réaction 1) est activée par I'ATP, et le 5-phosphoribosyl-
a-pyrophosphate (PRPP) est un activateur de deux enzymes, la carbamoyl phosphate
synthétase (réaction 1) et I'orotate phosphoribosyltransférase (réaction 5). La régulation de la
synthesale novo des nucléotides pyrimidiques est plus active pendant la phase de croissance
cellulaire, la régulation semble ensuite moins active en comparaison avec la régulation de la

voie de récupération (Anderson et Parkinson, 1997).
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Le cytidine-5'-triphosphate (CTP) est également impliqué dans le processus de
glycosylation. Le CTP est donneur de groupement phosphate dans la réaction de
phosphorylation du farnésyl pyrophosphate, aboutissant a la formation du dolichol-P, lipide
d’attachement des structures oligosaccharidiques dans le RE. Cette réaction enzymatique est
catalysée par une dolichol kinase. Le CTP est essentiellement synthétisé par une réaction
d’amination de I'UTP (réaction 9), ou I'azote amidique est apporté par la glutamine (Zalkin,
1985) et cette réaction est catalysée par la CTP synthase (figure 1.6). Cette étape constitue une
étape limitante dans la voie de biosynthése des nucléotides cytidyliques et représente un point
de contrdle important dans la synthése des nucléotides pyrimidiques (Zalkin, 1985). Le CTP
peut également étre synthétisé a partir de la cytidine par une voie de récupération (réactions
104 12).
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Figurel.6: Voies de biosynthése des nucléotides pyrimidiques.

1: carbamoyl phosphate synthétase, 2: aspartate transcarboxylase, 3: dihydroorotase,
4 . dihydroorotate deshydrogénase, 5 : orotate phosphoribosyl transférase, 6 : OMP décarboxylase,
7 : nucléoside monophosphate kinase, 8 : nucléoside diphosphate kinase, 9: CTP synthase, 10:
cytidine phophoribosyl transférase, 11: nucléoside monophosphate kinase, 12: nucléoside
diphosphate kinase, 13 : nucléoside phosphorylase, 14 : nucléoside kinase, 15 : uracile phophoribosyl
transférase, 16 : nucléoside monophosphate kinase, 17 : nucléoside diphosphate kinase.

CA~P : carbamoyl-phosphate, CA-Asp : carbamoyl-aspartate, DHO : dihydroorotate, OMP: orotidine-
5'-monophosphate, ATP : adénosine-5'-triphosphate, ADP : adénosine-5'-diphosphate, CMP :
cytidine-5’-monophospahte, CDP : cytidine-5’-diphosphate, CTP : cytidine-5'-triphosphate, UMP :
uridine-5’-monophosphate, UDP : uridine-5'-diphosphate, UTP : uridine-5'-triphosphate, PRPP : 5-
phosphoribosylpyrophosphate, gin : glutamine.
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+ Les nucléotides puriques : I'ATP et le GTP

L’adénosine-5'-triphosphate (ATP) joue un role essentiel dans les réactions du
métabolisme énergétique et constitue également un substrat pour les réactions de
phosphorylation des protéines (Queménsiual, 1994; Braakmaet al, 1992). L'ATP est
synthétisé de facon prépondérante dans les mitochondries (Ebates980). Les voies de
biosynthese des nucléotides puriques sont présentées sur la figure 1.7. Un métabolite essentiel
du cycle des pentoses phosphates est le ribose-5-phosphate (réaction 1). Utilisant ce
précurseur, la pyrophosphokinase catalyse le transfert d’'un grougde P&RTP directement
sur le ribose-5-phosphate. Le produit, le PRPP, est aussi un précurseur des pyrimidines, de
I'histidine et du tryptophane. Cette étape de biosynthese est alors suivie par dix réactions
enzymatiques, aboutissant a la formation d’inosine-5’-monophosphate (IMP). L'IMP est
ensuite le précurseur de I'adénosine-5-monophosphate (AMP) (réactions 3 et 4) et de la
guanosine-5’-monophosphate (GMP) (réactions 7 et 8). La syntteeswvo de I'AMP
nécessite de la guanosine-5’-triphosphate (GTP) et de I'ATP, alors que la sylethmEs® du
GTP nécessite du NADet des molécules d’ATP. Par les voies de récupération, 'AMP est
synthétisé a partir d’adénine (réactions 11 a 13) et le GMP a partir de guanine (réactions 14 a
16). La quantité de nucléotides produits inhibe la pyrophosphokinase (réaction 1), régulant
ainsi la vitesse de formation de I'IMP. Les enzymes de conversion de [I'IMP en
adénylosuccinate (réaction 3) et xanthosine-5’-monophosphate (XMP) (réaction 7) sont
inhibées respectivement par 'AMP et le GMP. Enfin, 'augmentation de la concentration
intracellulaire en ATP accélere la synthese de GMP, alors que la synthese d’AMP augmente

avec la concentration en GTP.
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Figurel.7 : Voies de biosynthése des nucléotides puriques.

1: ribose phosphate pyrophosphokinase, 2: successions de 10 réactions enzymatiques non
représentées, 3: adénylosuccinate synthétase, 4: adénylosuccinate lyase, 5: nucléoside
monophosphate kinase, 6 : nucléoside diphosphate kinase, 7 : IMP deshydrogénase, 8 : GMP synthase,
9: nucléoside monophosphate kinase, 10: nucléoside diphosphate kinase, 11: nucléoside
phosphorylase ,12 : nucléoside kinase ,13: adénosylphophoribosyl transférase, 14 : nucléoside
phosphorylase, 15 : nucléoside kinase, 16 : guanine phophoribosyl transférase.

PRPP : 5-phosphoribosyl-pryrophospate, IMP : inosune-5-monophosphate, XMP : xanthosine-5'-
monophosphate, AMP : adénosine-5’'monophosphate, ADP : adénosine-5-diphosphate, ATP:
adénosine-5'-triphosphate, GMP : guanosine-5’-monophosphate, GDP : guanosine-5'-diphosphate,
GTP : guanosine-5'-triphosphate.

b. Les nucléotides-sucres

Les réactions de glycosylation s’effectuent par [laction séquentielle de
glycosyltransférases spécifiques. Ces enzymes catalysent le transfert d’'un monosaccharide
apporté par un nucléotide-sucre (sous forme activée le plus souvent) sur un accepteur. Le

galactose, le glucose, le mannose, la N-acétylglucosamine, le fucose et I'acide
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N-acétylneuraminique (NeuAc) sont activés respectivement sous la forme d’'UDP-Gal,
d’'UDP-Glc, de GDP-Man, d'UDP-GIcNAc, de GDP-Fucose et de CMP-Neu5Ac.

A I'exception de I'acide N-acétylneuraminique (Neu5Ac) lié a un nucléotide monophosphate
(Kean, 1991), tous les autres monosaccharides sont liés a un nucléotide diphosphate (Tableau
1.3).

Tableau 1.3: Forme activée des principaux monosaccharides utilisés dans le processus de
glycosylation.

Monosaccharide Forme activée
Glc UDP-Glc
Gal UDP-Gal
GIcNAc UDP-GIcNAc
GalNAc UDP-GalNAc
Man GDP-Man
Fuc GDP-Fuc
Neu5Ac CMP-NeuAc
Neu5Gc CMP-NeuGc

Exception faite du CMP-NeuAc (et du CMP-NeuGc), synthétisé dans le noyau puis
transporté dans le cytosol (Minsadral, 1998), tous les nucléotides-sucres sont synthétisés
dans le cytosol (Coates al, 1980), alors que les réactions de glycosylation ont lieu dans les
compartiments réticulaires et golgiens (Hirschberg et Snider, 1987). L'utilisation des
donneurs dans la lumiére de ces compartiments est permise par I'existence de deux systémes
distincts de transports (Hirschberg et 4P98) :

- Dans le reticulum endoplasmique, les intermédiaires dol-P-Man et dol-P-Glc sont
formés du c6té cytosolique a partir de GDP-Man et d’'UDP-Glc. Ces derniers sont
transloqués du cytoplasme vers la lumiere.

- Dans l'appareil de Golgi, les nucléotides-sucres sont pris en charge par des
transporteurs spécifiques. Il existe aussi des transporteurs d’UDP-GIcNAcC et
d’'UDP-Glc vers le reticulum endoplasmique, mais aucun transportant le GDP-

Man.
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+ L’'UDP-Glucose et 'UDP-Galactose

L'UDP-Glucose (UDP-GIc) est un donneur de groupement glucose dans les réactions
de la N-glycosylation. Les voies de biosynthése et d'utilisation de I'UDP-GIc sont
représentées sur la figure 1.8. La formation de I'UDP-GIc est catalysée par 'UDP-GIc
pyrophosphorylase, qui utilise comme substrats I'UTP et le glucose-1-phosphate (Glc-1-P)
(réaction 3). L’ATP intervient de facon indirecte pour régénérer 'UTP a partir d’UDP
(réaction 5). L'UDP-GIc synthétisé est utilisé pour la synthese du glycogéne, qui se poursuit
par transfert d'un résidu glucose sur une chaine de glycogéne préexistante (réaction 4). Cette
réaction, catalysée par la glycogene synthase, constitue une étape de contrble de la synthese
du glycogeéne.

Outre son utilisation dans la synthese du glycogene, 'UDP-Glc intervient également
dans la synthese des acides guloniques et glucuroniques, ainsi que dans la synthéese de I'acide
ascorbigue (Handcock et Viola, 2002). Enfin, I'UDP-GIlc peut étre converti en
UDP-Galactose (UDP-Gal) grace a une UDP-Glc-4-épimérase (figure 1.9, réaction 3). Il peut
également étre synthétisé a partir de galactose-1-phosphate (Gal-1-P) et d’UDP-GIc lors
d’'une réaction catalysée par une phosphoglucomutase (réaction 2). Quant a I'UDP-Galactose
(UDP-Gal), il intervient dans les processus de N-glycosylation, O-glycosylation et
O-mannosylation, mais également dans les voies de biosynthése des galactolipides et des
gangliosides (figure 1.9).
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Figurel.8: Voies de biosynthese et d'utilisation de 'UDP-Glucose.

1: glucokinase, 2 : phosphoglucomutase, 3 : UDP-Glc-pyrophosphorylase, 4 : glycogéne synthase, 5 :
nucléoside diphosphokinase. Glc: glucose, Glc-6-P : glucose-6-phosphate, Glc-1-P : glucose-1-
phosphate, UDP-GIc : UDP-glucose, UDP-Gal : UDP-galactose.

ATP  ADP

Galhk —» Gal-l-P ——» UDP-Gal

1

UDP-Glc

O-glycosylation

N-glycosylation
Glc-1-P

O-mannosylation
2

Galactolipides

Gangliosides

Glc-6-P 4«—— - GClc-1-P «— —— UDP-Glc

_—

UTP PP,

Figurel.9: Voies de synthése et d'utilisation de 'UDP-Galactose.
1: galactokinase, 2 : galactose-1-P- uridyltransférase, 3 : UDP-Glc-4-épimérase. Gal-1-P : galactose-
1-phosphate, UDP-Gal: UDP-galactose, UDP-GIc :UDP-glucose, Glc-6-P : glucose-6-phosphate,

Glc-1-P : glucose-1-phosphate.
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+ L'UDP-GIcNACc et 'UDP-GalNAc

L’'UDP-N-acétylglucosamine (UDP-GIcNAc) intervient comme donneur de
groupement GIcNAc dans les deux premieres réactions de la N-glycosylation. Une des
premieres étapes de la voie de synthése de I'UDP-GICNAcC consiste en une réaction
d’amination du fructose-6-phosphate (Fru-6-P) en glucosamine-6-phosphate (GIcN-6-P), qui
utilise la glutamine comme donneuse de groupement amine (figure 1.10). Cette réaction est
catalysée par la glucosamine-6-phosphate synthase (GPS) (réaction 3). Une deuxiéme enzyme
a été mise en évidence, la glucosamine-6-P isomérase (GPI), qui catalyse la réaction
d’amination réversible du Fru-6-P eGIcN-6-P (Cayli et al, 1998); dans ce cas,
le groupement amine est apporté par les ions ammonium et non la glutamine (réaction 4).
Ces deux enzymes sont considérées comme essentielles a la régulation de la synthése du pool
d’'UDP-GIcNAc. La synthese d’'UDP-GIcNAc est régulée de la fagon suivante : dans les
cellules, la GIcN-6-P est produite a partir de Fru-6-P et de glutamine, cette réaction est
catalysée par la GPS. La GPI joue un role de régulateur, qui empéche I'accumulation de
GIcN-6-P. Bien que la GPI catalyse la réaction dans les deux sens, elle fonctionne
préférentiellement dans le sens de la dégradation de la GIcN-6-P en Fru-6-P et ions
ammonium. Mais lorsque la concentration en ions ammonium augmente, la réaction catalysée
par la GPI est significativement orientée vers la formation de GIcN-6-P (\é&lliagly 1999).

Ainsi, les deux enzymes synthétisent la GIcN-6-P, conduisant a I'augmentation du pool
d’'UDP-GIcNAc+UDP-GalNAc. L'UDP-GIcNAc synthétisé peut étre converti par une
épimérase en UDP-N-acétylgalactosamine (UDP-GalNAc) (figure 1.10, réaction 22).

Outre sa mobilisation pour les réactions de N-glycosylation, 'UDP-GIcNAc est
également utilisé dans les voies de biosynthese des acides sialiques CMP-NeuAc et CMP-
NeuGc (Schauer, 2001) (réactions 6 a 16). Quant a 'UDP-GalNAc, il est un substrat des
réactions de O-mannosylation des protéines, qui consistent en la fixation d’un résidu mannose
lié enal,2 a un résidu Ser/Thr de la protéine (Endo, 2004). Par ailleurs, 'UDP-GalNAc

intervient dans les réactions de O-glycosylation.
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Figurel.10 : Voies de biosynthése et d'utilisation de 'UDP-GIcNAc, 'UDP-GalNAc et le CMP-
NeuAc.

1: glucokinase, 2 : phosphoglucose isomérase, 3 : GIcN-6-P synthase, 4 : GIcN-6-P isomérase, 5 :
GIcN6P N-acétyltransférase, 6 : GIcNAc-6-P mutase, 7 : UDP-GIcNAc pyrophosphorylase, 8:
hexokinase, 9: GIcN N-acétyltransférase, 10: GIcNAc kinase, 11: UDP-GIcNAc-2-épimérase,
12 :ManNAc kinase, 13 : NeuAc-9-P synthase, 14 : NeuAc phosphatase, 15 : CMP-NeuAc synthétase,
16 : CMP-NeuAc-4-hydroxylase, 17 : CTP synthétase, 18: phosphoglucomutase, 19 : UDP-Glc
pyrophosphorylase, 20 : UDP-Gal-4-épimérase, 21 :Gal-1-P uridyltransférase, 22 : UDP-GalNAc
épimérase

¢ Le GDP-Mannose et le GDP-Fucose

Le GDP-Mannose (GDP-Man) est un donneur de groupements mannose pour les
réactions de la N-glycosylation. Il peut étre synthétisé a partir du glucose (figure 1.11, réaction
1 a 3) ou a partir du mannose (réaction 7). Il est converti en dol-P-Mannose (dol-P-Man)
grace a une dol-P-Man synthase. Le dol-P-Man joue un réle majeur dans diverses voies de
biosynthése : les ancres glycosyl-phosphatidylinositol (GPI), qui sont le résultat de

I'association d’'une protéine, d'un oligosaccharide et d'un lipide, le phosphatidylinositol
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(Ferguson, 1999), la O-mannosylation, (Endo, 2004) et la C-mannosylation, qui consiste en la
fixation d'une structure glycannique, par I'intermédiaire d’un résidu mannose, sur le carbone
d’un résidu Trp de la protéine (Doucetal., 1998). Enfin, le GDP-Man est un précurseur de

la synthése du GDP-Fucose (GDP-Fuc) (Becker et Lowe, 2003) (réactions 8 a 10). Le GDP-
Fuc peut également étre synthétidé novo a partir de fucose, mais la GDP-Fuc
pyrophosphorylase (réaction 12) ne contribue qu’a environ 10% de la synthése du pool de
GDP-Fuc (Yurchenco et Atkinson, 1977).
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Figurel.11: Voies de biosynthése et d'utilisation du GDP-Mannose et du GDP-Fucose.

1: glucokinase, 2: phosphoglucose isomérase, 3: phosphomannose isomérase, 4:
phosphomannomutase, 6 : dol-P-Man synthase, 7 : mannose kinase, 8 : GDP-mannose deshydratase,
9 : GDP-desoxymannose épimérase, 10 : GDP-desoxygalactose épimérase, 11 : fucose kinase, 12 :
GDP-Fucose pyrophosphorylase.

3.1.2 Biosynthése du précurseur oligosaccharidique dans le

reticulum endoplasmique

Le processus de N-glycosylation se déroule dans deux compartiments cellulaires

différents : d’'une part, dans le reticulum endoplasmique rugueux ou s’effectue le pré-
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assemblage, sur un intermédiaire lipidique, le dolichol-P (dol-P), d'un complexe
oligosaccharidique unique qui sera ensuite transféré en bloc sur un résidu Asn de la protéine
naissante (évenement co-traductionnel); d’autre part, dans I'appareil de Golgi ou le glycanne
subira les modifications de maturation. La synthese d’'une N-glycosylprotéine requiert
I'élaboration préalable d’un glycanne constitué de quatorze monosaccharides sur un lipide de
type polyisoprénique intégré dans la membrane du RER, le dol-P. L'assemblage de
I'oligosaccharide s’effectue de maniére séquentielle par l'intermédiaire d'un cycle
métabolique bien particulier appelé le cycle des dolichols (Kornfeld et Kornfeld, 1985) (figure
1.12).

CTP cpp GDP -0 uDP UDP _ a
GDP
cytoplasme
u o A
|I I
~ 5 _ 6 F 7
—>—> » > «—
- 3
farnésyl-PP dol dol-P | :
o v PP -
dol-P-Man dol-P-Glc

lumiéere du RER

&%???@?
—»—»» > > +}H§H§[—>‘—>‘—>'—>'—>'
NN

Figurel.12 : Cycle des dolichols dans le reticulum endoplasmique rugueux (d'apres Kornfeld et

Kornfeld, 1985). 1: GIcNAc-P-transférase; 2: GIcNAc-transférase; 3: mannosyltransférases,
4: flippase, 5: dolichol kinase, 6: dol-P-Man synthase, 7: dol-P-Glc synthase, 8:

mannosyltransférases, 9 : glucosyltransférases, 10 : oligosaccharyltransférase, UDP-QGicNAc ( ),
mannose® ), glucosa( ), dolichﬂl( ).
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3.1.2.1 Face cytosolique

Les premieres étapes de la synthese du précurseur oligosaccharidique débutent dans le
cytoplasme (figure 1.12). Elles correspondent au transfert successif de deux résidus GICNAc a
partir ’'UDP-GIcNAc sur le dol-P. La biosynthése se poursuit par I'addition de cing résidus
mannose apportés par le GDP-Man, sur I'accepteur lipidique, pour donnerdesMaiAC,-

PP-Dol. Un mécanisme de flip-flop, catalysé par une flippase, permet la translocation du
Mans-GIcNAc,-PP-Dol du cytoplasmique vers la lumiere du RER (Helenius,2@02).

3.1.2.2 Face luminale

L’élongation se poursuit dans la face luminale du RER (figure 1.12). Elle est rendue
possible grace au Man-P-Dol généré par la Man-P-Dol synthase, qui effectue la synthese, du
c6té cytosolique, et catalyse le transport du Man-P-Dol a travers la membrane. Quatre résidus
mannose sont apportés de cette facon sur l'intermédiaire lipidique. Un mécanisme similaire
permet le transfert de trois résidus glucose a partir de Glc-P-Dol, terminant ainsi la synthése

du précurseur glycannique, dont la structure finale esMalgGIcNAc,-PP-Dol.

3.1.2.3 Transfert en bloc du précurseur

oligosaccharidique sur une protéine en voie de synthese

Le tétradécasaccharide peut alors étre transféré sur une protéine en voie de synthese;
cette réaction est catalysée par un enzyme spécifique, I'oligosaccharyltransférase (OST).
Cette étape s'effectue par l'intermédiaire de I'oligosaccharyltransférase, catalysant la
formation d’une liaisor3 1-N glycosidique entre le résidu GIcNAc en position terminale
réductrice du GManyGIcNAc,-PP-Dol et le résidu Asn (Pless and Lennarz, 1977).

a. L'oligosaccharyltransférase : un complexe multimérique

L'OST est présente sous forme d'un complexe multi-protéique, ancré dans la
membrane du RER. Ce complexe est constitué de huit sous-unités: la protéine OST48
(homologue de WBP1 chez la levure), les ribophorines | (OST 1) et Il (SWP1), et la protéine
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de 40 kDa DAD1 (OST 2). Récemment, Kellekérl (2003) ont également caractérisé les
protéines STT3-A et SST3-B (STT3), la sous-unité N33, la protéine idplantation-
associated protein) (OST3 et OST6), ainsi que la sous-unité OST4 (OST4).

La sous-unité OST48 semble étre responsable de la reconnaissance du précurseur
glycannique et catalyse son transfert sur la protéine naissante (Silbetsteid992 ; Breuer
et Bause, 1995). La sous-unité DAD1 est a la fois impliquée dans le mécanisme de mort
cellulaire programmée (apoptose) et le processus de N-glycosylation (Kelleher and Gilmore,
1997). Le site de fixation du précurseur lipidique serait porté par la ribophorine | (Keteher
al., 1992). Quant a la sous-unité STT3, elle serait également impliquée dans le mécanisme de

transfert des glycannes (Kellehedral,, 2003).

b. Spécificité de reconnaissance vis-a-vis du peptide accepteur

Le tripeptide accepteur, appelé séquon, est constitué d’Asn-X-Thr/Ser ou X est un
acide aminé quelconque a I'exception de la proline. Tous les séquons ne sont pas glycosylés,
leur présence est une condition nécessaire mais pas suffisante. Petrescu (2004) estime que 50
a 60% des séquons sont occupés par une structure glycannique. En effet, la présence d’un
résidu Thr en positior2 de la ségquence consensus représente un bien meilleur substrat de
'OST que lorsque ce résidu est une sérine (Gavel et von Heijne, 1990). Le groupement
B-CHz de la thréonine constitue un site de liaison a 'OST. De plus, il semble que la
configuration R de l'atome de carbone du groupem@@H; soit essentielle pour
I'interaction avec le site actif de I'enzyme (Brewegml, 2001). Enfin, I'accessibilité variable
de la séquence consensus au site catalytique ou la compétition entre les processus de
glycosylation et de mise en conformation des protéines vont également influencer la réaction

de transfert des structures oligosaccharidiques (Holst, i9#16).

c. Spécificité de reconnaissance vis-a-vis du donneur lipidique

La nature du donneur lipide-sucre représente un €élément important traduisant
I'efficacité de transfert de 'OST. En effet, des études effectuées sur différentes lignées
cellulaires ont montré que les résidus mannose liégsle® sur I'oligosaccharide-lipide ne
sont pas indispensables pour assurer le transfert de I'oligosaccharide sur la protéine naissante
(Spiro et al, 1979; Gersham et Robbins, 1981). Ainsi, des cellules CHO mutantes ne
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possédant pas de dol-P-Man synthase, la lignée mutante B3F7, sont tout a fait capables de
transférer une structure de type $MansGIcNAc,-PP-Dol sur les protéines (Stoll, 1986).
Néanmoins, il semble que I'OST transfere préférentiellement le précurseur sous sa forme
GlcsMangGIcNAC,-PP-Dol (Karaogluet al, 2001). De plus, la présence des trois résidus
glucose parait avoir une importance capitale pour le transfert, puisque seuls 10% des
précurseurs oligosaccharidiques non glucosylés sont transférés sur les protéines (Karaoglou
al., 2001; Spiro et al 1979).

3.1.2.4 Régulation du cycle des dolichols

Tous les résidus Asn ne sont pas glycosylés, cet acide aminé devant étre situé dans une
séquence consensus Asn-X-Ser/Thr. Toutefois, la présence de cette seule séquence consensus
ne suffit pas. A cela s’ajoute vraisemblablement le repliement correct de la protéine, qui
autorise l'accessibilité des enzymes de la glycosylation. Un autre point déterminant est
I'équipement enzymatique propre de la cellule et surtout I'expression coordonnée des
glycosyltransférases. Cette expression contrélée résulte de la localisation subcellulaire précise
de ces enzymes, et dépend aussi de la vitesse a laquelle la glycoprotéine traverse les divers

ateliers de la glycosylation, que sont le RER et les saccules de I'appareil de Golgi.

a. Régulation par le taux de précurseurs

Une des réactions clés dans la biosynthése du précurseur glycannique mature est
I'inititiation du cycle des dolichols, qui débute par le transfert de GIcNAc-1-P sur le dol-P.
Cette réaction est catalysée par une enzyme particuliere, I'UDP-GIcNAc: dol-P N-
acétylglucosamine 1-phosphate transférase (G1PT). Plusieurs études ont montré que la
synthese d’oligosaccharides liés a un lipide, dépendait fortement du taux de dol-P. En effet, la
disponibilité en dol-P pour les enzymes du cycle des dolichols, telles la dol-P-Man synthase,
la Glc-P-dol synthase et la G1PT, dépend non seulement de sa synthése, mais également de sa
régénération par action d'une pyrophosphatase sur le dol-P-P lors de la derniere étape du
cycle des dolichols. A I'état stationnaire, la majorité du pool de dol-P disponible pour la
synthese d’oligosaccharides est sous forme deMalwGIcNAC,-PP-Dol. En effet, Gao et
Lehrman (2002) ont estimé que la concentration en dol-P libre était vingt fois supérieure a
celle de GlgMangGIcNACc,-PP-Dol lorsque la synthése protéique est inhibée. Ainsi, ces
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auteurs suggerent qu’en absence de synthése protéique, l'initiation du cycle par la G1PT est

inhibée par le manque de dol-P disponible.

b. Régulation par les enzymes

Une enzyme clé du cycle des dolichols est la G1PT, impliguée dans la premiere
réaction de la voie de synthese du précurseur glycannique. Cette réaction peut étre régulée par
des effecteurs hormonaux, des facteurs genétiques et la localisation des enzymes et des
substrats. La G1PT est également activée de facon allostérique par le dol-P-Man et est inhibée
par le GIcNAc-PP-dol et le GIcNAd’P-dol. Deux autres enzymes du cycle sont également
sujettes a la régulation, la dol-P-Man synthase et la dol-P-Glc synthase. Elles sont chacune
activées par le produit de l'autre. De plus, le GIcNAc-PP-dol active la dol-P-Man synthase
(Keanet al, 1999).

c. Régulation par le taux d'accepteur protéique

Des travaux ont essayé de mettre en évidence un ajustement du fonctionnement du
cycle des dolichols par rapport a la synthese protéique. Elbein @980) suggérent une
rétroinhibition directe de la G1PT par le donneur oligosaccharidique non transféré. Pour
Hubbard et Robbins (1980), un non transfert du précurseur oligosacharidique empéche la

régénération du dol-P, ce qui aboutit a I'arrét de l'initiation du cycle des dolichols.

d. Régulation par le transfert sur l'eau

Il est maintenant bien établi que le processus de N-glycosylation s’accompagne de la
libération d'oligosaccharides solubles (OS@h OSGh) de type oligomannosidique dans la
lumiére du RE (Cacan et Verbert, 1999). Des étudestro ont permis d’établir que cette
libération d'oligosaccharides solubles était fortement diminuée en présence d'un exces
d’accepteur protéique exogene, suggérant ainsi que I'OST était capable a la fois de catalyser
le transfert du précurseur oligosaccharidique sur une chaine polypeptidique et sur une
molécule d’eau (Spiro et Spiro, 1991) (figure 1.13). En effet, la libération des OSGn
augmente proportionnellement a la diminution du taux d’accepteur protéique observée en

présence d’inhibiteur de synthése protéique comme la cycloheximide ou par l'utilisation de
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cellules perméabilisées (Villerst al, 1994; Kmiéciket al, 1995). La fonction de cette

double activité n’est pas déterminée a I'heure actuelle, mais on peut supposer que la
formation d’oligosaccharides libres est susceptible de jouer un réle dans la régulation du cycle
des dolichols, en permettant un ajustement du transfert des précurseurs oligosaccharidiques
sur les protéines en fonction des besoins cellulaires, en particulier si les précurseurs

oligosaccharidiques sont présents en exces.

Lumiére du RER \
f = 0SGn,

Précurseur

oligosaccharidique
g H,0 2% 0OSGn;,
:
P

V2

cytoplasme

Glycanne
transféré

protéine en voie
de synthese

_

ribosome

Figurel.13: Double activitt de [Ioligosaccharyltransférase: transfert du précurseur
oligosaccharidique sur une protéine en voie de synthese et transfert sur une molécule d’eau.

3.2 Maturation des glycoprotéines dans le RE et I'appareil de Golgi

3.2.1 La maturation réticulaire

La maturation des N-glycosylprotéines s’effectue en partie dans le RER par
I'élimination de trois résidus glucose et un résidu mannose (Trombetta, 2003) (figure 1.14).
Des marquages métaboligues ont montré que le premier résidu glucose était éliminé tres
rapidement (moins de deux minutes), contrairement a I'élimination des deux autres résidus
glucose qui se fait plus lentement (Hubbard et Robbins, 1979). Le dernier résidu glucose
transféré sur le précurseur glycannique est trés rapidement retirégardosidase | (Daniel
et al, 1994). La glucosidase Il peut alors retirer les deux derniers résidus glucosenlie3 en
(Rothet al 2003). Enfin, c’est la mannosidase | du RER qui élimine un résidu mannose lié en

al,2 (Moremenet al, 1994). Son action donne naissance au glycanne de structure
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MangGIcNAC,. Les glycoprotéines déglucosylées et partiellement démannosylées peuvent
alors s’engager dans l'appareil de Golgi ou s’effectue la deuxieme partie du processus de

maturation des glycannes.

3.2.1 La maturation golgienne

Les difféerentes étapes de la maturation golgienne sont présentées sur la figure 1.14.
Le processus de maturation des glycannes débute dans le compartiment cis-Golgi ou les
derniers résidus mannose liés af,2 sont éliminés par l'action de la mannosidase |
golgienne pour donner le MgBIcCNAC, (Cabralet al, 2001). Les glycoprotéines destinées a
étre de type de complexe ou hybride s’engagent dans le nfédigh-ou la
N-acétylglucosaminyltransférase | branche un résidu GIcNAgleéhsur le résidu mannose
al,3 du noyau. La mannosidase Il golgienne qui reconnait spécifiquement cette structure,
retire les résidus mannose de la branctig6 : son action déterminera la présence de
glycannes de type complexe; dans l'alternative, ils demeureront de type hybride éCabyral
2001). Le glycanne est finalement remanié par diverses glycosyltransférases : ce sont les
N-acétylglucosaminyl-, galactosyl-, fucosyl-, et sialyltransférases dont I'action permet
d’expliquer la diversité des structures glycanniques rencontrées sur les N-glycosylprotéines
(Stanleyet al, 1996; Kornfeld et Kornfeld, 1985).
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Figure 1.14 : Processus de maturation des N-glycannes dans le RER et I'appareil de Golgi (d’apres
Kornfeld et Kornfeld, 1985).

1: a-glucosidase |, 2: glucosidase Il, 81,2 mannosidase, 4: mannosidase | golgienne, 5: GIcNAc-
transférase, 6: mannosidase Il golgienne, 7: GIcNAc-transférase I, 8: fucosyltransférase, 9:
galactosyltransférase, 10 : sialyltransférase, GIcN#c (), man@ose ( ), galedt@srde sialique

(), fucose ¢).
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3.3 Le contréle qualité des N-glycosylprotéines

L’'idée qu’il existe dans les cellules un contréle qualité des protéines est un concept
assez récent. L'étape de contrble qualité de la synthese protéique, effectuée par des protéines
« chaperonnes », est déterminante. En effet, de nombreuses maladies sont dues a

I'accumulation de protéines mal conformées.

3.3.1 La mise en conformation dans le RE

La synthése et la maturation des protéines s’effectuent dans la lumiére du reticulum
endoplasmique (RE). Le RE constitue un environnement cellulaire protégé pour les protéines:
les conditions oxydantes et la forte concentration en iorfs faailitent la mise en
conformation et I'oligomérisation des protéines synthétisées dans ce compartimentgZapun
al., 1999). Outre ces conditions spécifiques, cet organite est pourvu de nombreuses protéines
chaperonnes et denzymes, dont le rOle est dassurer le repliement des protéines
néosynthétisées (Ma et Hendershot, 2004). Plusieurs familles de protéines sont impliquées
dans le processus de mise en conformation des protéines et des glycoprotéines.
Ceci comprend des enzymes catalysant la formation des ponts disulfures, comme la Protéine
Disulfure-lsomérase (PDI), des protéines chaperonnes comrglitese-regulated proteins
(GRP78 aussi appelée BiP, GRP94, GRP170) et des molécules chapdemtineie
comme la calnexine (CNX) et la calréticuline (CRT).

3.3.2 Rodle des glycannes dans le contréle qualité

Dans les cellules animales, la synthése de protéines fonctionnelles requiert, a la fois
I'intervention de la machinerie de transcription, de traduction, ainsi que celle de mise en
conformation. Afin de surveiller la fidélité de ces mécanismes et d’empécher la dispersion de
protéines mal conformées non fonctionnelles, les cellules ont dévelopé un systeme de contréle
qualité qui vérifie I'intégrité des protéines nouvellement synthétisées. Les glycannes jouent un
réle essentiel dans le contrdle qualité (Lehrman, 2001). En effet, le systeme de contrble
qualité utilise les structures glycanniques portés par les protéines afin de les diriger vers le
systéme de mise en conformation ou de dégradation. Lorsqu’elles sont correctement repliées,

les protéines seront orientées vers la sécrétion
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3.3.3 Mécanismes mis en ceuvre lors du contrdle qualité

De nombreuses études ont démontré I'existence d’'un contréle post-traductionnel,
appelé «contréle qualité », dont l'efficacité permet de vérifier la qualité des protéines
nouvellement synthétisées (Ellgaard et Helenius, 2001, 2003; Chevel&04l).

Le contrble qualité est assuré notamment par deux enzymes solubles, 'UDP-Glc:

glycoprotéine glycosyltransférase (UGGT) et la glucosidase Il (Hammond et Helenius, 1995)
(figure 1.15). L'UGGT reconnait certains motifs hydrophobes sur les protéines mal
conformées, et ajoute alors un résidu glucose sur la structure oligomannosidique de la
protéine (Sousat al, 1992). Ceci constitue un signal permettant l'interaction avec les
protéines chaperonnes CNX et CRT (Schetgl, 2003). Ce complexe est reconnu par une
autre protéine impliquée dans le repliement, ERp57, une protéine PDiHikkel et al,
2002). L’association des lectines a leur substrat facilite le repliement des chaines peptidiques.
Ce changement de conformation induit la dissociation des complexes lectines-glycoprotéines
et donne ainsi la possibilité a la glucosidase Il de retirer le dernier résidu glucose. Deux voies
peuvent alors étre empruntées par la protéine en fonction de son état conformationnel:

- si elle ne posséde pas sa conformation finale, 'TUGGT reglucosyle la protéine qui
peut alors s’engager dans un nouveau cycle « déglucosylation-reglucosylation » jusqu’a
I'obtention de sa forme native.

- si elle est correctement conformée, elle devient inaccessible a 'UGGT et peut
s’engager vers sa destinée finale. Les glycoprotéines correctement repliées sont transportées
du RER vers I'appareil de Golgia deux systemes de transports : les vésiadas protein
complexde type Il (COP II) (Allan et Balch, 1999) et une protéine membranaire de type
lectine ERGIC-53, appartenant &R-Golgi intermediate compartme(ERGIC) (Nuferet
al., 2003; Hauri et a) 2000).

Enfin, si la protéine ne réussit pas a acquérir une conformation correcte, elle est
dirigée vers une voie de dégradation app&Reassociated degradation (ERAD). Elle subit
un processus de rétro-translocation de la lumiere du RE vers le cytoplasme afin d’étre
dégradée par la machinerie cytosolique du protéasome 26S (Hampton, 2002; Bonifacino et
Weissman, 1998; Hiller et al1996).
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Figurel.15 : Les premieres étapes du contrble qualité des glycoprotéines dans le reticulum
endoplasmique rugueux. CNX : calnexine, CRT : calréticuline, UGGT : UDP-Glucose glycoprotéine
glycosyltransférase.

Le mécanisme de contréle qualité, dont la compréhension est récente, assure que
seules les glycoprotéines correctement conformées, et par conséquent biologiquement actives,
sont dirigées vers leur site d’action. On estime qu’environ un tiers des protéines nouvellement

synthétisées subit le processus de dégradation (Schubey26x08).
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3.4 L'UPR dans les cellules de mammiféres

3.4.1 Les voies de signalisation et de transduction du signal

En dépit de I'existence du contrdle qualité, il peut se produire un déséquilibre entre le
taux de synthése protéique et les capacités de mise en conformation des cellules, engendrant
I'apparition de protéines mal conformées qui vont s’accumuler dans le RE. Ces conditions de
« stress du RE» sont susceptibles de conduire au déclenchement d’'une réponse cellulaire
spécifigue nommeéeUnfolded Protein Respons@UPR) (Schroder et Kaufman, 2005;
Rutkowski et Kaufman, 2004). Ce systeme permiet,des voies de transduction du signal,
une communication entre le RE et le noyau cellulaire, nécessaire afin de moduler I'expression
protéigue en cas de stress. Bien caractérisés chez les levures, les mécanismes précis de 'UPR
sont moins clairement établis dans les cellules de mammiféres, de par la diversité des voies de

signalisation mises en jeu.

L’'UPR va principalement déclencher trois mécanismes: (i) I'activation de la
transcription des génes codant les protéines impliquées dans le repliement permettant
d’augmenter les capacités de conformation des cellules, (ii) I'inhibition de la synthese
protéique de facon a réduire la quantité de protéines présentes dans le RE, (iii) 'apoptose,
activée si les deux premiers mécanismes n'ont pas réussi a contrer I'accumulation de
protéines incorrectement repliées (Hardeigal, 2002; Ron, 2002). L’interaction prolongée
des protéines du repliement avec la machinerie des protéines chaperonnes active trois
protéines transmembranaires résidentes du RE : le facteur de transcriptiona&fiwgifg
transcription factor6), les protéines IREInositol requiring kinasel) et les protéines PERK
(protein-like endoplasmic reticulum kingséSchroder et Kaufman, 2005). Le calcium
relargué par le RE peut également activer I'apoptose. Les voies de transduction majeures
impliquées dans le processus d’'UPR sont les suivantes (figure 1.16):

- Activation des protéines IRElet IRE1f : lorsque le taux de protéines mal
conformées augmente, on observe une dimérisation des protéines transmembranaires IRE1
et IRE1[3 Cette dimérisation leur confere alors une activité endoribonucléasique et kinasique.
Il est postulé que, tout comme chez la levure, la région cytoplasmique de ces deux protéines
clive TARNm précurseur du facteur de transcription XBRibpx binding proteiri) (Calfon
et al, 2002). Cet épissage induit un changement du cadre de lecture dans la partie C-terminale
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de la protéine, qui se lie ensuite a des séquences ERSIOplasmic Reticulum Stress
Elemen) de promoteurs cibles des génes de 'UPR et induit leur expression.

- Activation des facteurs de transcription ABFét ATF6[3: suite a un stress
du RE, les deux formes transmembranaires, résidentes du RE, du facteur de transcription
ATF6 sont clivées par une sérine protéase et une métalloprotéase pour générer deux domaines
cytoplasmiques de 50 et 60 kDa respectivement, capables de migrer vers le noyau cellulaire.
En présence des facteurs de transcription CBF (CCBiAd@ing facto), NF-Y (nuclear
factor Y) et XBP1, les formes activées solubles AtGiF& ATH3 vont se lier aux séquences
ERSE d’une région promotrice des génes de 'UPR et induire leur transcription (Yeshida
al., 2001).

- Inhibition de la traduction : 'accumulation de protéines mal conformées peut
conduire a une inhibition transitoire de la traduction. En effet, le stress du RE va induire la
dimérisation de la protéine PERK, qui activée, va phosphoryler la souseuditéfacteur
initiateur de la traduction elF2 (Clemens, 2001). La phosphorylation du facteur elF2 empéche
alors la formation du complexe de pré-initiation de la traduction et I'interaction de 'ARNm
avec la sous-unité 40S du ribosome.

- Déclenchement de 'apoptose : les protéines tRELIREL[, activées suite a
une accumulation de protéines mal conformées, activent a leur tour la voie des protéines JNK
(Jun N-terminal protein kinasg&n recrutant une protéine adaptatrice TRAF2 (Uetnal,

2000). En se fixant sur les protéines IRE1, TRAF2 se libére de la procaspase 12, et conduit
ainsi a la séquestration et I'activation de la caspase 12 (Yateda2001). Ceci provoque

alors la mort cellulaire par apoptose. L’activation des protéines IRE1, ATF6 et PERK peut
€également conduire a l'activation transcriptionnelle ai@p, gene codant un facteur de

transcription fortement impliqué dans I'apoptose (Marcinglal, 2004).
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Figure 1.16 : Les différentes voies de signalisation impliquées dans la mise en conformation, le
contrble qualité, le mécanisme d’'UPR et la dégradation des protéines.

3.4.2 L'UPR et la glycosylation

Chez la levure, des travaux ont montré que la transcription des génes impliqués dans le
processus de glycosylation est induite lors de I'activation de 'UPR et que certains mutants de
levure déficients dans les génes de N-glycosylation présentaient une activation constitutive de
'UPR.

Dans les cellules de mammiféres, ce lien entre UPR et glycosylation est plus difficile &
établir du fait de la complexité de cette réponse. Les travaux de Doerrler et Lehrmann (1999)

ont montré que l'activation de I'UPR était reliée a une augmentation de la quantité de
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précurseur oligosaccharidique @tansGIcNAc,-PP-dol. Foulquieet al (2002) ont mis en
evidence le lien existant entre la structure glycannique, le contrbéle qualité et TUPR dans les
cellules animales. En effet, dans une lignée de cellules CHO mutante pour la glycosylation,
'TUPR est activée constitutivement. De plus, de par cette mutation, la glycoprotéine
recombinante produite, mal conformée, est soustraite au contréle qualité. Dans ces conditions,
le niveau de 'UPR est augmenté et la sécrétion de la glycoprotéine amoindrie.

Le mécanisme par lequel 'UPR est activée n’est pas clairement établi. Cette activation
ne résulterait pas de I'accumulation de protéines mal conformées dans le RE, mais plutot
d’une accumulation de Mg GICNAc,-PP-dol. II semble que la glycogene phosphorylase
soit rapidement activée. Lorsqu’elle est phosphorylée, cette enzyme active les réactions de la
glycogénolyse, et ceci permet d’augmenter les concentrations en Glc-1-P et en Glc-6-P.
Ces métabolites permettent alors la synthese de GDP-Man, dol-P-Man et dol-P-Glc,
précurseurs directement impligués dans la synthese des précurseurs oligosaccharidiques.
Il semble que 'UPR contrble trois aspects du métabolisme des oligosaccharides liés au
dolichol : leur synthése, leur allongement et leur transfert sur la protéine en voie de synthese.
Le r6le de 'UPR serait ainsi de préserver la qualité des donneurs oligosaccharidiques,

assurant ainsi un contréle qualité efficace des protéines.

IV. Mditrise de la glycosylation des protéines recombinantes au cours du

procédé de culture

1. Fonctions biologiques des glycannes pour les protéines

L'influence de la glycosylation sur les propriétés des protéines a fait I'objet de
nombreuses études, mais ce n'est qu'au cours des années 1970 qu'a été reconnue ce que
J. Montreuil (1993) dénomme « l'intelligence biologique des suerdbs est cependant
impossible de prédire la fonction des glycannes sur une protéine donnée, car aucune regle ne
peut étre établie d’apres les divers exemples retrouvés dans la littérature (Varki, 1993).
Néanmoins, il est clairement établi que les défauts de la glycosylation sont respomsables,
vivo, de maladies séveres regroupées sous le ter@erdgenitalDisorders of Glycosylation
(CDG) (Marquardt et Denecke, 2003; Grinewald gt24102).
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Les glycannes jouent en effet un réle majeur dans les mécanismes suivants :
- maintien de la structure protéique dans une conformation biologiquement active;
- augmentation de la solubilité;
- protection de la chaine polypeptidique vis-a-vis de la protéolyse;
- modulation de la demi-vie circulatoire;
- diminution de I'immunogeénicité par le masquage d’épitopes;
- interactions dans les phénoménes cellulaires de reconnaissance et de communication;

- signaux pour les trafics inter- et intracellulaires des protéines et leur destinée.

2. Facteurs susceptibles d'influencer la glycosylation des protéines

recombinantes au cours du procédé

Etant donnée l'importance de la glycosylation sur les propriétés biologiques et
physico-chimiques des protéines, il est essentiel de produire des glycoprotéines
recombinantes se rapprochant le plus possible des glycoprotéines humaines. Les industries
pharmaceutiques et biotechnologiques ont montré un intérét croissant pour la maitrise de la
glycosylation ces derniéres années, puisque la plupart des protéines d'intérét thérapeutique
sont des glycoprotéines (tableau 1.4).

Tableau 1.4 : Exemples de glycoprotéines d’intérét thérapeutique et du type de glycosylation qui leur
est associée (Verbert, 1993).

Glycoprotéine Type de glycosylation
Activateur tissulaire du plasminogéne (t-PA) N-
Erythropoiétine (EPO) N- et O-
Interleukine-2 O-
Interférons-3 N-
Interférons-y N-
al-antitrypsine N-
Antigéne CD-4 soluble N-
Glucocérébrosidase N-
Gonadotrophine chorionique humaine N- et O-
Facteurs VII, VIII, IX et XllI N- et O-
Hormone folliculostimulante N- et O-
Facteurs stimulant les colonies granulocytaires (G-CSF) O-
Facteurs stimulant les colonies granulocytaires et macrophagiques (GM-CSF) N- et O-
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Parmi les parametres susceptibles d’influencer la glycosylation, on peut citer les
modifications de I'environnement extracellulaire, telles les limitations nutritionnelles
(glucose, glutamine...) ou l'accumulation de métabolites toxiques (ions ammonium).
Les parametres opératoires, le mode de culture et le mode d’écoulement peuvent également
jouer un réle important. Enfin, I'influence des parametres intracellulaires, telle la disponibilité

en précurseurs nucléotidiques ou lipidiques, ne doit pas étre négligee.

2.1 Influence de I'environnement extracellulaire sur la glycosylation

D’'un point de vue industriel, il est important de produire une glycoprotéine
recombinante de qualité constante au cours d'un procedé, et ceci est d’autant plus vrai pour
les protéines destinées a la thérapeutique humaine. C’est pourquoi, il est important de
déterminer les facteurs potentiels pouvant influencer la glycosylation et de comprendre quels
mécanismes régissent ce processus. L'environnement extracellulaire évolue au cours d’un
procédé de culture de cellules animales; ainsi, de nombreux facteurs et parametres sont
susceptibles d’affecter la glycosylation des protéines (Gooehed., 1991; Goochee et
Monica, 1990).

2.1.1 Le sérum

De par sa composition extrémement diversifiée, titsebénéfiques du sérum sur la
croissance cellulaire sont reconnus depuis longtemps. En revanche, il semble que la présence
de sérum dans le milieu de culture puisse également influencer la glycosylation, mais de
facon tres variable en fonction de la cellule h6te considérée et de la protéine recombinante
produite par cet hote. Megaw et Johnson (1979) et Gawktizak (1995a) affirment que des
cultures effectuées en milieu avec sérum sont susceptibles d’influencer les réactions de
glycosylation. En effet, la présence de sérum semblait diminuer la sialylation des glycannes
associés a un anticorps monoclonal produit par des hybridomesgPaltell992), réduire le
niveau de sialylation, de galactosylation et de fucosylation de I'lL-2 et modifier le ratio
glycannes bi-antennés/tri-antennés (Gawlitatkal, 1995a). Pour Teiget al (1994),
la culture en milieu sans sérum réduit le niveau global de la glycosylation des glycoprotéines.
En effet, une forte proportion d’antithrombine Il non glycosylée a été produite par des

cellules BHK en milieu sans sérum. Le suivi de la glycosylation de 'EPO au cours de
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cultures discontinues de cellules CHO en présence de sérum a permis de mettre en évidence
une désialylation progressive de la protéine (Le Floch, 2003). La sialylation s’est avérée étre
diminuée et la microhétérogénéité glycannique en présence de sérum accrue (Lamotte, 1997,
Castroet al, 1995). A l'inverse, la macrohétérogenéité de I'ifFigroduit par des cellules

CHO est identique, gu’elles aient été cultivées en présence ou en absence de sérum (Lamotte,
1997). Enfin, d’autres auteurs n’ont pas observé deffet de la présence de sérum dans le

milieu de culture sur la glycosylation d’'un anticorps monoclonal (Moellering,et380).

2.1.2 Les glucides

Le glucose constitue la source de carbone essentielle au métabolisme cellulaire et de
nombreux travaux ont étudié l'influence d’'une limitation en glucose sur la glycosylation.
La limitation en glucose peut induire une diminution de l'efficacité de la glycosylation.
Au cours d'une culture discontinue de cellules CHO limitées en glucose, le profil de
glycosylation de I'IFNy recombinant n’est pas constant. Dans ces conditions, plusieurs
auteurs ont observé une diminution de la proportion de molécules d’'tfosylées sur
deux sites au profit d’'une augmentation des molécules dylRbiR glycosylées (Goldmaat
al., 1998; Xie et al 1997; Hayter et 311991, 1992; Curling et al1990).

Différentes lignées cellulaires limitées en glucose ont semblé synthétisé des glycannes
tronqués, de type MagBIcNAc, (Chapman et Calhoun, 1981; Gersham et Robbins, 1981;
Rearick et al, 1981). Des cultures réalisées en limitation en glucose peuvent également
interdire la présence de structures glycanniques sur les protéines (Stark et Heath, 1979).
Le mécanisme responsable de la synthése de glycannes tronqués n’est pas é€lucidé. Une
hypothése proposée par certains auteurs consiste a dire que I'OST transfere ces structures
glycanniques tronquées avec une efficacité moindre que les structures de ty@écMAD,,
provoquant ainsi une sous glycosylation. Bien que I'OST puisse transférer des glycannes
tronqués sur les protéines (Stoll, 1986), il semble qu’elle ait plus d’affinité pour le précurseur
oligosaccharide GidlanyGIcNAc, (Karaoglou et al, 2001). Pour d’autres auteurs, une
limitation prolongée en glucose affecterait la biosynthése des pools de nucléotides-sucres
(Nyberget al., 1999).

Des sucres, autres que le glucose, ont également été ajoutés a des cultures cellulaires
afin de déterminer leur influence sur la glycosylation. La supplémentation en galactose (20
mM) d’une culture de cellules CHO productrices d’interleukine-4/13 (IL-4/13) n’a pas eu
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d’effet sur le taux d’expression de cing enzymes de la glycosylation, a savoir la sialidase, une
02,3 sialyltransférase, le transporteur de CMP-acide sialiq(i,4agalactosyltransférase, et
'UDP-galactosyltransférase (Clagk al, 2005). L'ajout de mannose (1 mM) a des cultures

de fibroblastes n'a pas eu dimpact sur la structure des précurseurs oligosaccharidiques
(Kémer et al, 1998).

2.1.3 La glutamine

La glutamine est métabolisée afin de fournir I'énergie nécessaire a la maintenance
cellulaire. Elle intervient également dans les voies de biosynthese des nucléotides puriques et
pyrimidiques (Engstrom et Zetterberg, 1984). Dans des conditions de limitation en glutamine,
Nyberget al (1999) ont observé une faible diminution du pourcentage de glycoformes 2N de
I'lFN-y produit par des cellules CHO (de 70% a 62%) ainsi qu’une diminution de 40% du
pool d’'UDP-GNAc. Ces auteurs suggérent qu'une diminution de la formation des sucres
aminés, en patrticulier la glucosamine, engendre une diminution de la synthése d’'UDP-GNAc.
Barnabé et Butler (2000) ont étudié l'effet de différentes concentrations en glucose et
glutamine sur les nucléotides intracellulaires d’hybridomes et ont observé qu'une faible
concentration en glutamine (0,5 mM) était responsable d’'une diminution des pools en ATP,
CTP, GTP, UTP, UDP-GNACc et NAD.

2.1.4 Les ions ammonium

Les ions ammonium dérivent du métabolisme de dégradation de la glutamine et de sa
décomposition chimique dans le milieu de culture (Ozetrlal, 1990). Il est clairement
établi que les ions ammonium, présents en concentrations élevées, réduisent la croissance
cellulaire (Schneideet al, 1996; Ozturket al, 1992) mais ils peuvent également influencer,
de diverses manieres, le processus de glycosylation.

Une augmentation en ions ammonium, induite par une supplémentation,&h déH
I'ordre de 15 mM, affectait la microhétérogénéité de la glycosylation de I'interleukine-2 (IL-
2) produite par des cellules BHK, en augmentant I'antennarité et en diminuant la sialylation
des N-glycannes (GawlitzeX al, 1998, 1995a). Une diminution, voire une inhibition totale,
de la sialylation des glycoprotéines synthétisées en présence de concentrations élevées en ions
ammonium a également été observée par d’autres auteurs (2hahgil998; Andersen et
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Goochee, 1995; Maiorella, 1992; Thorens et Vassalli, 1986). La N-glycosylation du
lactogéne-l placentaire murin exprimé dans des cellules CHO est inhibée lorsque les
concentrations en Nf&I sont augmentées (Borgs al, 1994). De plus, dans ces conditions,

la fucosylation des glycannes a été augmentée. Yang et Butler (2000) ont étudié I'effet des
ions ammonium sur la glycosylation de 'EPO produite dans des cellules CHO : en présence
d’'une concentration en NEI de 10 mM, la sialylation ainsi que la proportion de
O-glycannes fixés sur 'EPO se trouvaient réduites. Peu d’explications sont disponibles quant
a l'effet toxiqgue des ions ammonium sur la glycosylation. Une théorie est basée sur
I'hypothese que les ions ammonium modifient le pH intracellulaire (Andersen et Goochee,
1995; Glacken, 1988). Cependant, des études contradictoires tendent a montrer que
l'influence des ions ammonium sur la glycosylation ne peut étre due qu'a la seule
modification du pH intracellulaire (Martinelle et Haggstrom, 1993; Ozwfrlal, 1992;
McQueen et Bailey, 1990). Une autre hypothese, proposée paetRylI(1994), consiste a

relier 'augmentation de la concentration en ions ammonium a une augmentation des pools
intracellulaires de nucléotides-sucres, et en particulier les pools d’'UDP-GIcNAc et d’'UDP-
GalNAc.

2.1.5 Les lipides

Castroet al (1995) ont étudié l'influence potentielle de la supplémentation par divers
mélanges lipidiques sur la glycosylation de I'liyiproduit par des cellules CHO. Une culture
discontinue réalisée en présence de mélange lipidique a permis de prévenir I'apparition
d’IFN-y non glycosylé. De méme, I'adjonction de divers suppléments lipidiques, composés de
cholestérol, de phospholides, d’acides gras et de protéines, a permis de réduire la chute de la
proportion de glycoformes 2N de I'lFiNproduit par des cellules CHO (Jenketsl., 1994).

Les auteurs suggerent, d’'une part, que la substitution de la fraction V de l'albumine par les
suppléments lipidiques permet d’éliminer des molécules toxiques inhibitrices de la

glycosylation et résultant de I'oxydation des acides gras, formées lors du traitement par la
chaleur de l'albumine. D’autre part, la composition des suppléments lipidiques étant plus

riche, leur utilisation fournirait une plus large variété de lipides pour les cellules.
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2.1.6 Les acides aminés

L’influence des concentrations en acides aminés sur la glycosylation, en particulier la
macrohétérogénéité, n’a pas fait I'objet de nombreuses études. Elagtgd991) et Lamotte
(1997) ont suggéreé que certains acides aminés pouvaient potentiellement étre limitants pour la
croissance cellulaire. Chen et Harcum (2005) ont testé I'influence de la supplémentation en
acides aminés sur la glycosylation du t-PA produit par des cellules CHO. Parmi les acides
aminés étudiés, il s’avere que la thréonine, la proline et la glycine, chacun ajouté a une
concentration de 20 mM, favorisent la croissance cellulaire et la production de t-PA. Ces trois
acides aminés ont également une influence sur la glycosylation en augmentant le contenu en
a2,3-acide sialique, ef(1,4)-GalNAc et em2,6-acide sialique des glycannes associés au
t-PA. L'addition des ces trois acides aminés stimulerait les réactions du cycle de Krebs, qui
favoriserait a son tour le métabolisme énergétique cellulaire. De plus, les auteurs suggerent
que I'ajout de ces acides aminés, en diminuant la production d’ions ammonium, minimiserait

ainsi les effets négatifs engendrés par ces derniers.

2.17 Les vitamines

Trés peu de travaux relatent cependant l'influence potentielle des vitamines sur le
processus de N-glycosylatiobes vitamines sont des molécules importantes, €aoat des

précurseurs impliqués dans les voies de biosynthese des acides aminést &lil{@994) et
Kuranoet al (1990) ont étudié I'influence des vitamines sur la croissance des cellules CHO.
Un déficit en vitamine A induit une diminution de la concentration en GDP-Man,
accompagneée par une diminution de la concentration en dol-P-Man, du taux de dol-PP-
oligosaccharides ainsi que des glycoprotéines (Rimeldal, 1990). Une limitation en
vitamine A serait a I'origine d’'une réduction de la synthese de GDP-Man.

L’acide ascorbique (vitamine C) joue un rble prépondérant dans les mécanismes
oxydatifs de repliement des protéines et favorise la formation des ponts disulfuiteo
(Banhegyi et al 2003). Quelques études ont montré que I'acide ascorbique pouvait influencer
la glycosylation non enzymatique mais les résultats sont contradictoires : pourebtalba
(1987), l'acide ascorbique (1 mM) inhibe la glycosylation de I'albumine et du collagéne alors
que I'acide déhydroascorbique (1 mM) semble 'augmenter. Au contraire, pour Kleatami

(1988), des concentrations en acide ascorbique et en acide déhydroascorbique plus élevées (5
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mM) inhibent la glycosylation de l'albumine dans les deux cas. Les auteurs expliquent
I'inhibition provoquée par l'acide ascorbique par une compétition entre cette vitamine et le

glucose pour les réactions de glycosylation.

2.2 Les parametres opératoires

2.2.1 Le pH

Des conditions de pH non optimales, c'est-a-dire des valeurs de pH extracellulaires
inférieures a 6,9 ou supérieures a 8,2, peuvent modifier le profil de glycosylation du
lactogene-| placentaire murin (Borgs al, 1993) et de I'lgG (Rothmaet al, 1989). Une
hypothese proposée pour expliquer ces observations réside dans le fait qu’une modification du
pH extracellulaire altere le pH intracellulaire (Cherlet, 1995), qui, a son tour, est susceptible

d’influencer l'activité des glycosyltransférases intracellulaires (Borys ,€t1293).

2.2.2 LapO; et la pCO;

Une diminution de la quantité dxalissous dans le milieu peut influencer de fagon
négative la glycosylation des protéines. Une baisse du degré de sialylation de la FSH humaine
(follicule stimulating-hormonea été observée, au cours d'une culture de cellules CHO,
lorsque la p®@ est diminuée (Chotigeast al, 1994). La galactosylation des structures
N-glycanniques d’'un anticorps monoclonal produit par des hybridomes a également été
amoindrie dans des conditions ou la,p&teignait des valeurs inférieures a 10% de la
saturation en air (Kunkett al, 1998). En revanche, pour d’autres auteurs, les glycannes
associés au t-PA ne se trouvaient pas affectés dans des conditions d’hypoxie séwdre (Lin
al., 1993).

Des résultats contradictoires ont été obtenus quant a I'impact de la concentration en
CO, dissous sur la glycosylation. En effet, une pression partielle gréle@e (250 mmHg)
semble n’avoir eu que peu d’influence sur la glycosylation du t-PA produit par des cellules
CHO, a I'exception d'une légere augmentation de la proportion d’'acides sialiques NeuGc
(Kimura et Miller, 1997). En revanche, ces auteurs observent une diminution du taux d’acide
polysialique, polymere associé a de nombreux glycannes des protéines neurales d’adhésion

cellulaire.
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2.2.3 La température

La diminution de la température, de 37°C a 33°C, est généralement utilisée pour
augmenter la viabilité et en conséquence la productivité éFak, 2004; Yooret al, 2003;
Kaufmannet al, 1999; Weidemanet al, 1994). On peut penser qu'une modification de la
température du milieu de culture est suceptible d'influencer les enzymes intracellulaires
impliquées dans la glycosylation, mais les travaux de Yaaa. (2002) ont montré que la
macrohétérogénéité de la glycosylation et la sialylation de 'EPO n’étaient pas affectées

lorsque les cellules CHO étaient cultivées a 33°C.

2.3 Les modes de culture

Le mode de culture utilisé pour la production de la protéine d’intérét est susceptible
d’influencer le processus de glycosylation, de par les modifications de la composition du

milieu de culture qu’il engendre.

L’hétérogénéité d’'occupation des sites de glycosylation, mais également
I'nétérogénéité de structure de glycannes, peuvent étre modifiées durant des cultures
discontinues de cellules animales. Par exemple, la proportion ¢ tify¢osylé sur deux sites
diminue au profit d’'une augmentation de la proportion d’NFhbn glycosylé au cours d’'une
culture discontinue de cellules CHO (Goldnsral, 1998; Lamotte, 1997; Xiet al, 1997,
Hayteret al, 1990). Ces auteurs attribuent ces modifications a I'évolution de la composition

des milieux de culture au cours du procédé.

La diminution de la proportion de molécules d’liyNtoublement glycosylées n’a pas
été empéchée mais ralentie au cours d’'une culture de cellules CHO en mode semi-continu
(Castro et al., 1995). Au contraire, la macrohétérogénéité de la glycosylation du t-PA produit
par des cellules CHO augmente en mode semi-continu (Andetrsgn 2000). Par ailleurs,
I'ajout de milieu de culture en mode semi-continu, de fagon « dynamique » et pilotée en ligne,
a permis de maintenir un profil de glycosylation de I'lifldenstant au cours de la culture
(Wonget al, 2004). Dans ce cas, la concentration en glutamine est mesurée en ligne, et ceci
permet de réaliser I'alimentation en milieu de culture dés que la concentration dans le milieu

est inférieure a la valeur de consigne (environ toutes les 1,5 heures). En maintenant une
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concentration en glutamine faible (0,3 mM) mais constante durant tout le procéede, la
macrohétérogénéité et la microhétérogéneité de la protéine n'ont pas varié au cours de la
culture, suggérant que lalimentation en continu permet d'éviter des limitations

nutritionnelles, susceptibles d’influencer la glycosylation.

Hayteret al (1992, 1993) ont montré que le profil de glycosylation de I'|Fétait
constant au cours d’une culture continue réalisée dans des conditions de limitation en glucose.
Il semble que seule I'utilisation de taux de dilution trés faibles engendre un phénomeéne de
sous glycosylation de I'lFN-(Hayteret al, 1993). Les structures glycanniques associées a
I'IFN-y, produit par des cellules CHO, présentent un niveau de sialylation amoindrie en mode

perfusé en comparaison avec une culture discontinue (Lamotte, 1997).

2.4 Influence des parametres intracellulaires sur la glycosylation

2.4.1 Influence de la cellule hote

De nombreux systemes de production de glycoprotéireombinantes sont
aujourd’hui disponibles. Outre les contraintes économiques, le choix du systéme d’expression
sera également dicté par la qualité de la protéine que I'on souhaite produire, et en particulier
par I'importance de la glycosylation pour les propriétés biologiques de la protéine considérée.
Si la présence des structures glycanniques est essentielle pour la protéine, le systeme de
production le plus adapté est les cellules animales, et plus particulierement les cellules CHO.
Néanmoins, chaque lignée cellulaire posséde un équipement enzymatique qui lui est propre,

conditionnant les réactions de la glycosylation.

En dépit de la production de structures glycanniques trés proches de celles retrouvées
chez 'homme, elles ne sont pas strictement identiques sur les protéines recombinantes
produites dans les cellules de mammiféres. Contrairement aux cellules murines et humaines,
les cellules CHO ne possedent pasi2j6 sialyltransférase, mais uniquement w3
sialyltransférase (Leet al, 1989). De plus, des acides sialiques de type glycolique (NeuGc)
ont également été mis en évidence sur les protéines exprimées dans cet hote. Or, ces
structures se révelent étre immunogenes pour 'homme (Nogachli, 1995). Enfin, les
cellules murines expriment unexl,3 galactosyltransférase, susceptible de rendre

immunogenes les glycannes portant des résidus Gal legs, 8rfJenkins et Curling, 1994).
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La maitrise des techniques du génie génétique a permis de modifier efficacement la
machinerie intracellulaire des cellules CHO (Fussenegget., 1999; Grabenhorst al,
1999). Deux stratégies ont été adoptées: faire exprimer a des cellules CHO des
glycosyltransférases qu’elles n’exprimaient pas auparavant, tetl@ss I'sialyltransférase
(Monacoet al, 1996) ou l'al,3 fucosyltransférase (Potvet al, 1990), ou au contraire,
réduire l'activité de certaines enzymes exprimées dans les cellules CHO mais non chez
I’'hnomme, telle la CMP-NeuAc hydroxylase (Cheetual, 2003). D’autres auteurs ont utilisé
une stratégie d’ARN anti-sens afin de réduire le taux de sialidase relarguée par des cellules
CHO dans le milieu de culture et empécher ainsi la désialylation des protéines recombinantes.
Dans cette lignée CHO mutante, I'activité sialidasique a été réduite de 40% par rapport aux
cellules sauvages. Le contenu en acide sialique de la protéine modele, une DNase, a
également été augmenté de 20 a 37% (Ferrari,et948).

2.4.2 Disponibilité en dolichol-phosphate intracellulaire

Le réle majeur du dol-P dans le processus de N-glycosylation a été développé dans le
paragraphe traitant de la régulation du cycle des dolichols. Les résultats quant a I'effet de la
supplémentation en dol-P sur la glycosylation sont contradictoires et semblent dépendre de
I'hbte considéré. Pour certains auteurs, I'ajout de dol-P exogene a des concentrations
inférieures ou égales a 20 pg/mL induit une augmentation de la synthése de précurseurs
oligosaccharidiques de 200%, dans des cellules animales autres que des CHO (Ketsvelari
al., 1983; Carsoret al., 1981). En revanche, Yuk et Wang (2002) ont supplémenté des
cultures discontinues de cellules CHO productrices dyresr du dol-P (100 pg/mL). Cette
supplémentation n’a eu aucun impact sur la synthese des précurseurs oligosaccharidiques et
n'a pas empéché le phénomeéne de sous-glycosylation. D’autres études semblent indiquer que
le dol-P intracellulaire ne serait pas limitant pour la glycosylation. En effet, la synthése des
glycoprotéines reste constante dans des cellules murines, alors que la concentration en dol-P
intracellulaire varie d’'un facteur 2 (Adair et Cafmeyer, 1987). Lorsque des microsomes de
foie de porc sont incubés avec du dol-P, le taux de dol-PP-oligosaccharides double alors que

la synthese protéique demeure inchangée (Spiro et Spiro, 1986).
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2.4.3 Disponibilité en nucléotides et nucléotides-sucres

intracellulaires

La majorité des travaux relatifs a I'étude des nucléotides-sucres intracellulaires se sont
focalisés sur 'UDP-GIcNAc et 'UDP-GalNAc. Peu d’informations sont disponibles dans la
littérature quant au suivi des pools de GDP-Man ou d’'UDP-Glc.

Au cours d'une culture discontinue, la synthese en UDP-GNAc (UDPGIcNAc+UDP-
GalNAc) augmente proportionnellement avec la concentration en ions ammoniuret @&yl

1994). La concentration en UDP-GNAc commence a augmenter lorsque la croissance
cellulair ralentit (Ryllet al, 1994). De plus, une glycolyse efficace semble étre un pré-requis
nécessaire pour la formation de ces sucres activés car ces auteurs n’ont pas observé une
augmentation rapide du pool d’UDP-GNAc dans des cellules cultivées dans un milieu limité
en glucose. L'augmentation du pool d’'UDP-GIcNAc affecte particulierement I'antennarité
mais pas la sialylation terminale des N-glycannes (Grammattikals 1998; Gawlitzelet al,

1998). De fortes concentrations en UDP-GNAc semblent altérer le transport de CMP-NeuAc
dans le compartimenitans Golgi, provoquant une diminution de la sialylation (Pels Rijcken

et al, 1995). Chapman et Calhoun (1981) ont également montré une diminution des
concentrations en GDP-Man et en ATP dans des cellules CHO cultivées dans des conditions

de limitation en glucose.

2.4.4 Compétition entre la glycosylation et la mise en

conformation des protéines

Les processus de glycosylation et de mise en coaftvm des protéines sont
intimement liés car ils se déroulent dans le méme compartiment et de fagcon simultanée.
L’influence des glycannes sur la conformation native des protéines n’est plus a démontrer et
ces dernieres années, de nombreuses études se sont penchées sur le role des glycannes sur la
mise en conformation des protéines (Parodi, 2000). Des mutations sur des sites spécifiques de
N-glycosylation peuvent altérer totalement la mise en conformation de la protéine (Branza-
Nichita et al, 2000). De plus, lI'acquisition de structures glycanniques augmente la solubilité
des protéines et va ainsi favoriser les interactions protéine-protéine au cours de la mise en

conformation. Certains auteurs ont également montré que l'utilisation d’agents chimiques
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réducteurs, empéchant la formation des ponts disulfure, augmente 'occupation des sites de
glycosylation (Holst et a) 1996; Allen et al 1995)

Ainsi, une glycoprotéine pleinement active nécessite une synthése coordonnée des
parties protéique et glycannique, tant d’'un point de vue qualitatif que quantitatif. Pour la
partie glycannique, cela requiert non seulement I'expression des glycosyltransférases et leur
localisation intracellulaire correcte, mais aussi une synthése adéquate des nucléotides et
nucléotides-sucres ainsi que leur transport jusqu’aux sites de glycosylation. De plus, la
structure finale ne dépendra pas uniquement de cet équipement enzymatique fonctionnel, mais
aussi du chemin cytologique suivi par la glycoprotéine, ainsi que des signaux plus subtils
portés par la protéine elle-méme. Le déroulement simultané du processus de glycosylation, de
la mise en conformation et du contréle qualité constitue autant de parameétres susceptibles

d'interférer les uns avec les autres.

3. L'interféron-y

3.1 La structure protéique

La séquence de I'ADNc codant 'lFilWhumain a une taille de 1,2 kb (Gray al,
1982). La protéine compte 166 acides aminés. Un peptide signal de 23 acides aminés est cliveé
dans le reticulum endoplasmique, générant ainsi une protéine comportant 143 résidus (Devos
et al, 1982). Son extrémité N-terminale est bloquée par un résidu glutamine sous forme de
pyroglutamate (Rinderkneclet al, 1984). L’extrémité C-terminale peut étre partiellement
clivée de plusieurs acides aminés avant secrétion (Cetlia 1990). La masse moléculaire
de la protéine découlant de la structure primaire est théoriguement voisine de 17,1 kDa (Gray
et al, 1982). La structure tridimensionnelle de I'liyN: été établie par Ealiak al (1991) et
I'IFN-yest constitué de deux monomeres identiques. Chaque monomere est constitué de
six hélicesa reliées par plusieurs boucles. Il n'apparait pas de felileta forme

monomeérique est active (Sarenetal, 1994).
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3.2 Les structures N-glycanniques associées a I'TFN-y

3.2.1 La macrohétérogénéité de la glycosylation de I'TFN-y

L'IFNy humain posséde deux sites potentiels de N-glycosylation, les résidus
asparagines 25 (Asn 25) @t (Asn 97). En revanche, cette protéine ne posséde pas de site de
O-glycosylation.

L’'analyse par électrophorése sur gel de I'lifNwumain dénaturé, produit par des
fibroblastes et des cellules CHO, a permis de mettre en évidence trois glycoformes distinctes,
résultant de la variation d’occupation des sites de glycosylation. On distingue ainsi des
molécules d’'IFNy glycosylées sur deux sites (glycoforme 2N), sur un site (glycoforme 1N) et
sur aucun site (glycoforme ON). Dans le cas de la glycoforme 1N, c’est 'Asn 25 qui est
glycosylée dans 95% des cas. Il été montré que le séquon Asn-X-Ser/Thr de 'Asn 25 est 40
fois plus susceptible d’étre glycosylé que le séquon de I'Asn 97 (Bause, 1984). De plus, une
analyse des sites d’occupation de glycosylation a révelé que les séquences cibles potentielles
de glycosylation situées du c6té N-terminal de la protéine sont glycosylées préférentiellement
par rapport a celles situées du cété C-terminal (Gavel et von Heijne, 1990). Enfin, une analyse
structurale par rayons X et RMN d’un IFNsroduit chez. coli a montré que I’Asn 25 était
située au milieu d’'une structure esendom coilalors que I'’Asn 97 se situait au sein d’'une
hélice a, générant davantage de contraintes d'accessibilité a I'OST (source de
macrohétérogénéité) et aux difféerentes glycosyltransférases (source de microhétérogénéite)
(Grzesiek et al 1992; Ealick et a) 1991).

3.2.2 La microhétérogénéité de la glycosylation de I'TFN-y

L'analyse par spectrométrie de masse et RMN révéle que les structures glycanniques
associées a I'lFNs produit par des cellules CHO, sont majoritairement de type bi-antennées.
Des structures tri-antennées ont également été mises en évidence, mais ne représentent que
20% des glycannes totaux (Jamnetsal, 1995). Les glycannes fixés sur le site Asn 25 sont
fucosylés erul,6, alors que ceux présents sur I’Asn 97 ne le sont que rarement. Le degré de
sialylation est également variable : les structures bi- et tri-antennées sont sialylées de facon
treés variable, mais I'acide sialique est du NeuAc, li&2y8 sur le résidu galactose. De facon

géneérale, les glycannes associés a I’Asn 25 présentent moins de variabilité que ceux associés
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a I’Asn 97. Des structures de type oligomannosidique peuvent étre présentes a raison de 30%

lorsque I'lFNy est monoglycosylé (James et, 41995).

3.2.3 Importance de la glycosylation pour I'TFN-y

L’IFN-y non glycosylé est biologiguement actif (Litman et 4085). Mais la présence
des glycannes sur la protéine peut améliorer certaines propriétés biologiques. En effet,
I'ocupation du site Asn 25 par une structure glycannique favorise sa dimérisation, sa sécrétion
(Sarenevat al, 1994) et sa résistance aux protéases (Sarehalal995). De plus, la demi-
vie circulatoire de I'lFNy non glycosylé se trouve amoindrie en comparaison avec YIFN-
doublement glycosylé (Sareneet al, 1993). L'antigénicité est également modifiée par la
présence des structures oligosaccharidiques (Meager et Leist, 1986). En ce qui concerne son
activité anti-virale, les résultats sont contradictoires. Pour certains auteurs, I'absence de
glycannes ne modifie pas l'activité anti-virale (Kellaral, 1993) alors que pour d’autres
I'activité anti-virale de I'lFNy glycosylé sur deux sites est plus importante que celle de la

protéine non glycosylée (Sarenetal, 1994).

3.3 Fonctions biologiques de I'TFN-y

L’'IFN-y appartient a la famille des cytokines. Chez 'lhomme, I'fFbeut étre produit
par deux types de cellules : les lymphocytes T et les cellules tueuses naturelles (Farrar et
Schreiber, 1993). La synthése d’IRN\peut étre induite par divers effecteurs : des cytokines,
des antigenes, les esters de phorbol, les lectines, et yIkRNméme (Charley et la
Bonnardiere, 1993).

L’action de I'lFN-y sur une cellule nécessite la présence d’'un récepteur membranaire
spécifique. Les mécanismes moléculaires d’action de cette cytokine sont complexes, car ils
font appel a de nombreuses cascades de signaux de transduction (Kalvakolanu, 2003).
L’'IFN-y, sous forme homodimérique, se fixe a son récepteur (figure 1.17). Ce dernier se
compose d’'une chairee, qui permet la fixation de I'lFNs et d’'une chain@®, qui permet la
transduction du signal (Baatt al, 1997). Les deux chaines du récepteur sont associées a
deux kinases, JAKl1l et JAK2 respectivement. Lors de la fixation de VYJFMN-y a

rapprochement des deux chaines du récepteur, entrainant la phosphorylation réciproque de
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JAK1 et JAK2, ainsi que la phosphorylation de STAT1. Cette derniere s’homodimérise,
formant ainsi le complexe GAF, et traverse la paroi nucléaire pour aller se fixer sur les sites
GAS (FN-y activation sequengeau niveau des promoteurs des genes inductibles paryIFN-
(Bach et al, 1997), permettant le déclenchement de plusieurs réponses :

- L’activation des systemes enzymatiques interférant avec la synthese des capsides

virales,

- L’activation des macrophages et de la phagocytose,

- L’induction des antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité,

- L’activation des cellules NK,

- La modulation de la production d’anticorps par les lymphocytes B et T,

- Larégulation de la différenciation cellulaire.

L’'IFN-yest actuellement commercialisé sous le nhom d’Actimmune par la société
Genentech et d’'Imukin par la société Boehringer Ingelheim. Dans les deux cas, il est produit
chezE. coli et est, par conséquent, non glycosylé. Bien que faisant I'objet de nombreuses
études pharmacologiques et cliniques, en particulier dans le cadre de la mise au point et du
développement de thérapies anti-cancéreuses, les applications thérapeutiques gle I'IFN-
recombinant sont a I'heure actuelle limitées a deux maladies, I'ostéoporose et la maladie
granulomateuse chronique (Vilcek et Feldmann, 2004).

Lorsqu’il est produit par des cellules CHO, des travaux ont montré que Y IEN-
susceptible d’inhiber la synthéese protéique (Tomlinson, 1991). En outre, WIFN-
intracellulaire peut également affecter la croissance cellulaire en absence de récepteurs
spécifiqgues (Sanceaat al., 1987; Fidler et aJ 1985).
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MATERIELS ET METHODES

1. Culture cellulaire

1.1 Lignées cellulaires

La lignée cellulaire CHO 320 a été créée en 1985 paWNddcome Foundation
Laboratories(Beckenham, Grande-Bretagne). Elle résulte de la co-transfection de la lignée
CHO Dux-B11 dhfr des ADNc codant respectivement I'lRNaumain et la dihydrofolate
réductase. L'ADNc codant I'lFN-a été inséré dans un vecteur plasmidique dérivé du
plasmide pSV2-dhfr contenant le promoteur SV40. Les clones ont ensuite été sélectionnés
pour leur résistance au méthotrexate suivant la méthode de Page et Sydenham (1991). La
lignée CHO 320 a été adaptée a la culture en suspension et en milieu sans sérunet(Hayter
al., 1991). La lignée CHO C5 est un clone issu de la lignée CHO 320 transfectée avec
’ADNc codant I'a2,6-sialyltransférase de rat. La méthode de transfection utilisée est basée
sur I'amplification in vitro de 'ADNc (Monacet al, 1994). La méthode de transfection et de
sélection a fait I'objet d’'une publication (Monaebal, 1996). Le clone CHO C5 a été adapté
a la culture en suspension et en milieu sans sérum (Lamotte, 1997). Enfin, la lignée CHO Pro-
5, auxotrophe pour la proline, a été donnée par le Dr S.S. Krag (Université John Hopkins,

Baltimore, Etats-Unis).

1.2 Conservation des lignées

1.2.1 Congélation des cellules

Les lignées cellulaires sont conservées dans 'azote liquide (-196°C). Préalablement a
la congélation, 1.10a 2.10 cellules sont mises en suspension dans 1 mL de milieu contenant
10% de DMSO (Sigma). Pour les lignées cultivées dans un milieu avec sérum, le milieu de
congélation contient également 20% de sérum de veau foetal (SVF). En revanche, lorsque les
cellules sont cultivées sans sérum, la congélation est réalisée dans un milieu totalement
dépourvu de sérum. La suspension cellulaire est répartie en tubes cryogéniques de matiere
plastique (Nunc). La congélation est ensuite réalisée a l'aide de I'appareil Nicool LM 10.

Le baréme de congélation est le suivant : 25 minutes en position 3 (-11,5°C), 10 minutes en
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position 10 (-61°C) suivi d’'une immersion des tubes cryogéniques pendant une minute dans

I'azote liquide.

1.2.2 Décongélation des cellules

La décongélation est réalisée en placant le tube cryogénique dans un bain-marie
thermostaté a 37°C. Apres décongélation, le contenu du tube est repris dans 10 mL de milieu
de culture. L'ensemble est centrifugé durant 5 minutes a 800 tr/min. Le surnageant est éliminé
et le culot cellulaire est remis en suspension dans 5 mL de milieu de culture pour étre placé en
flacon de Roux (T25).

1.3 Numération cellulaire

Les cellules sont dénombrées par observation microscopique a l'aide d'un
hématocytometre ou cellule de Thoma. Les densités cellulaires présentées dans notre étude
résultent de la moyenne obtenue apres comptages de six grilles. L'incertitude sur la valeur de
la densité cellulaire est comprise entre 10 et 20% (Niasah, 1991). La viabilité cellulaire
est déterminée par coloration a l'aide d’'une solution de bleu trypan (réf. T8154, Sigma).

A 900 pL de suspension cellulaire sont ajoutés 100 pL de bleu trypan. Ce colorant pénetre
dans les cellules dont l'intégrité membranaire est endommagée et les colore ainsi en bleu.
Les cellules bleues sont donc considérées comme mortes, alors que les cellules blanches sont

considérées comme vivantes.

La numération cellulaire a également été réalisée a I'aide d’'un systéme de comptage
automatique Cellscreen (Innovatis). Son principe de fonctionnement est basé sur I'acquisition
d’'image : les cellules cultivées en micro-plaques 96 puits sont photographiées a lI'aide d’'une
caméra CDD, puis les images sont traitées par un logiciel d’analyse d'images permettant de

déterminer le nombre de cellules totales.
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1.4 Propagation des cellules

1.4.1 Cellules adhérentes

Les lignées CHO 320 et Pro-5 peuvent étre propagees adhérentes en flacons de Roux.
Les flacons de Roux (Greiner) sont ensemencés & raison decalilles/cm puis placés
dans un incubateur régulé a 37°C et sous une atmosphére contrélée contenant 5%séfe CO
IGO150 Cell Life, Jouan). Les flacons de Roux sont munis de bouchons aérés permettant les
eéchanges gazeux. Lorsque la confluence est atteinte, au bout de 48 a 60 heures, le surnageant
est éliminé et le tapis cellulaire est lavé par 5 mL de PBS. Les cellules sont ensuite détachées
du support sous I'action d’environ 1 a 3 mL de trypsine (trypsine 0,05 g/L, EDTA 0,02 g/L,
NaCl 0,85 g/L - GibcoBRL) et incubées durant 3 minutes a 37°C. L'action de I'enzyme est
stoppée par ajout de 10 mL de milieu de culture neuf. La suspension est alors centrifugée dans
une tube conique (800 tr/min, 5 minutes) et le culot cellulaire, repris dans du milieu frais, peut
étre propagé en flacons de Roux.

1.4.2 Cellules en suspension

Les cellules adaptées a la culture en suspension ont été propagées en fiole
d’Erlenmeyer de polycarbonate de 125, 250 ou 500 mL (Corning). La densité
d’ensemencement est comprise entre 2et®.10 cellules/mL. Le ciel de la fiole est rempli
durant 2 minutes d'un mélange gazeux constitué de 5% deeC@5% d’air. La fiole est
ensuite bouchée et déposée sur une table d'agitation (IKA) placée dans une étuve régulée a
37°C. La vitesse d’agitation est fixée a 70 tr/min. Le volume utile de la culture est égal au
cinquieme de la contenance maximale de la fiole. Aprés 48 heures de culture, la suspension
cellulaire est centrifugée dans un tube conique puis le culot cellulaire est resuspendu dans du
milieu de culture frais pour 'ensemencement de nouvelles fioles.

Des flacons agités cylindriques de typspiner» (Techne) ont également été utilisés pour

les cinétiques de culture en suspension ou pour I'amplification des cellules nécessaire a
I'ensemencement des cultures en bioréacteurs. Ces flacons, de 250 mL de volume utile, sont
en verre borosilicaté et pourvus d’'une tige aimantée centrale, dont I'extrémité supérieure est

fixée au bouchon. lls sont placés sur une table d’agitation magnétique (Techne MCS 1045)

dont la vitesse est fixée a 80 tr/min. La table est elle-méme située dans un incubateur, régulé a
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37°C, sous une atmosphére de 5% de (QOuan EG 1101R). Les bouchons latéraux des

flacons sont legerement dévissés de facon a permettre les échanges gazeux.

1.4.3 Cultures en bioréacteur parfaitement agité

1.4.3.1 Cultures en mode discontinu

Des bioréacteurs de 2 L et de 4 L (Incelltech SGI) ont été utilisés pour réaliser les
cultures en modes discontinu et semi-continu. La culture de cellules animales en bioréacteur
permet de contréler plusieurs parametres opératoires au cours du procédé. Ces parameétres
sont la température, le pH, 'oxygénation et I'agitation.

La température est maintenue constante dans le bioréacteur grace a un systéme de chauffage a
air chaud soufflé dans une enveloppe présente autour de la cuve. La valeur de consigne est
fixée a 37°C.

Le pH est controlé par un systéme de régulation de type PID (Proportionnelle-
Intégrale-Dérivée) couplé a une sonde stérilisable de mesure du pH (Ingold). Celle-ci est
étalonnée avant stérilisation a l'aide de solutions tampons commerciales de pH 4 et 7.
Le systeme de régulation PID commande I'arrivée d’acide, en I'occurrence; len@nant
la dissociation de ¥€Oz; en H et HCQ si le pH est supérieur a la valeur de consigne. En
revanche, si le pH est inférieur a la valeur de consigne, la régulation actionne la pompe
d’injection de soude 0,2 N vers le réacteur. La valeur de consigne est fixée a 7,2.

L’oxygénation est également contrdlée par un systeme de type PID couplé a une sonde
stérilisable (Ingold), étalonnée avant stérilisation. Les valeurs de 0% et 100% de saturation de
I'air sont obtenues en placant la sonde dans un flux d’azote puis d'air. Pendant la culture,
I'aération est assurée par le ciel du réacteur et par un diffuseur de gaz, encore appelé
« sparger», situé au fond de la cuve. L'injection d’oxygéne est soumise a I'ouverture d’'une
électrovanne pilotée par le systéme de régulation PID. La valeur de consigne deekt pO
fixée a 50% de la saturation en air.

L’agitation est assurée par des pales inclinées et la vitesse d’agitation est fixée a 50
tr/min. Tous ces parameétres sont contrélés en ligne a l'aide du systeme Biocontroller (ADI
1030, Applikon) et du logiciel BioXpert (Applikon).

Avant la mise en ceuvre de la culture, la stérilisation du réacteur contenant du PBS est
réalisée par autoclavage (25 minutes, 121°C, 1 bar). Le PBS est soutiré stérilement avant

'ensemencement. L'inoculum, constitué de cellules dans le milieu frais, est introduit
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stérilement dans le réacteur par surpression a l'aide d’air contenant 5%.denCdgbut de

culture, l'ajout de C@est privilégié, puis seule intervient la régulation de pH par ajout de
soude, le métabolisme cellulaire acidifiant le milieu de culture. Les prélevements effectués
pour les numérations cellulaires, les dosages et les analyses sont réalisés dans le bioréacteur

environ toutes les douze heures.

1.4.3.2 Cultures en mode semi-continu

Ce systeme consiste a alimenter le bioréacteur avec du milieu frais sans rien soutirer
par ailleurs. On choisit de commencer I'alimentation en milieu frais lorsque les cellules sont
en phase exponentielle de croissance, au bout d’environ 60 heures de culture. Le débit
d’alimentation est fixé a 48 mL/h de facon a ce que le taux de dilution D (D=Q/V) soit égal a
la vitesse spécifique de croissance, & savoir 0’G2utmoment odébute la culture en mode
semi-continu. L'alimentation est ensuite réalisée a débit constant tout au long du procédé
(48 mL/h), ce qui implique une variation du taux de dilution au cours de la culture due a
'augmentation du volume de milieu de culture. L'apport de milieu neuf est réalisé a l'aide
d’'une pompe péristaltique (Watson-Marlow). Le milieu de culture ajouté est du milieu RPMI,
supplémenté par 10% de sérum; les concentrations initiales en glucose et glutamine sont

respectivement de 20 et 4 mM.

1.5 Milieux de culture

Différents milieux de culture ont été utilisés au cours de notre étude. Les cellules CHO
320 ont été cultivées dans le milieu RPMI 1640 (Sigma) supplémenté par 10% de sérum de
veau foetal (SVF) (réf. 04-001-AE, ATGC). Le sérum utilisé durant notre étude provient d'un
méme lot et l'inactivation des virus dans ce lot de sérum a été effectuée par irradiation aux
rayons gamma. Le fournisseur étant dans I'impossibilité de nous indiquer la composition du
lot de sérum que nous avons utilisé, celle d'un lot de sérum de veau feetal irradié, fourni par
Hyclone, est présentée dans le tableau Il.1. Bien que la composition du sérum varie d’'un lot a
l'autre, ce tableau permet d’avoir une idée de l'ordre de grandeur des concentrations des

composants présents dans le serum de veau foetal.

Les cellules ont également été cultivées dans deux milieux de culture sans sérum, le

milieu RPMI et le milieu PF-BDM. La formulation du milieu RPMI 1640 sans sérum dérive
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du milieu Roswell Park Memorial Institute auquel sont ajoutés des éléments nutritifs de faible
poids moléculaire, conformément aux recommandations de Hamilton et Ham (1977).
Les concentrations des éléments nutritifs ajoutés au RPMI ont été optimisées pour la
croissance de la lignée CHO 320 (Castral, 1992). Les éléments nutritifs ajoutés sont les
suivants : albumine bovine sérique (Euromedex), insuline bovine (réf. 11882, Sigma),
transferrine humaine (réf. T1147, Sigma), pyruvate de sodium (réf. P5280, Sigma), alanine
(réf. A3534, Sigma), putrescine (réf. P5780, Sigma), Re®€l. F8533, Sigma), ZnSO

(réf. Z0251, Sigma), N&®eQ (réf. S5261, Sigma), CuSO(réf. C8027, Sigma). La
composition finale du milieu RPMI sans sérum est présentée dans le tableau 11.1.

Quant au milieu PF-BDM, il s’agit d’'un milieu sans sérum, sans protéines, dont la
composition a été optimisée pour la croissance d’hybridomes (Schneider, 1989). Le milieu de
base BDM Basal Defined Mediujnest composé d’'un mélange d'IMDM (Invitrogen), de
Ham’s F-12 (Invitrogen) et de NCTC-135 (Invitrogen) dans un ratio 5/5/1 (vol/vol/vol).
Ce milieu est ensuite supplémenté par 0,1% (m/vol) d’acide pluronique F-68 (réf. P-1300,
Sigma), 0,04 pM de sélénite de sodium (réf. S5261, Sigma) et 500 uM de citrate de fer
(réf. 3388, Sigma). Ce milieu est appelé PF-BDWb(ein-Free BDM. La composition finale
du milieu PF-BDM est présentée dans le tableau II.1.

Pour toutes les cultures réalisées en mode discontinu et semi-continu en flacons agités
ou en bioréacteurs, les milieux de culture sont supplémentés par du glucose (Sigma) et de la
glutamine (GibcoBRL), de facon a atteindre des concentrations finales respectives de 20 mM
et 4 mM.
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Tableau I1.1: Composition finale des milieux de culture RPMI, PF-BDM et du sérum de veau fcetal

(SVF).

Milieu de base (mg/L) SVF (mg/L)
PF-BDM RPMI
SELS INORGANIQUES
Ca.Cly 90,1 13,4 meqg/L
Ca.CI2,2H20 24
Ca(NOs)2.4H,0 100
Cu.S04.5H,0 0,001
FE(NO3)3.9H20 0,009
FeS04.7H,0 0,379 15,3
KCI 288 400
KNO3 0,035 10,4 meq/l
MgCl, 26
MgC|2.6H20
MgSQO4 48,8 28,7
MgS0..7H,0 62,6
NaCl 6118 6000
NaHCO; 200
Na;HPO4 64,6 800
NaH,P0O4.2H,0 71,2 134 megq/l
NaSe03.5H,0 0,008
ZnS0O4 0,392
AUTRES COMPOSES
Acétate de sodium.3H,0 45
Acide linoléique 0,038
Acide thiotactique DL-68 0,095
Cholestérol 380
Ethanol 3,6
D-Glucose 2955 2000 700
D-Glucuronolactone 0,164
Glucuronate de sodium.H,O 0,164
HEPES 2708
HDL 180
LDL 70
Phospholipides 450
Putrescine 0,073
Pyruvate de sodium 100
Rouge de phénaol 9,2 53
Triglycérides 640
Tween 80 1,1
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Milieu de base (mg/L) SVF (mg/L)

PF-BDM RPMI
COFACTEURS ET
PRECURSEURS NUCLEOTIDIQUES
Coenzyme A 0,227
Diphophopyridine nucléotide 0,636
Flavine Adénine Dinucléotide 0,091
Triphosphopyridine nucléotide 0,091
Cocarboxylase 0,091
Glutathion, monosodium 0,909 1
Désoxyadénosine 0,909
Désoxyguanosine 0,909
Désoxycytidine.HCI 0,909
Désoxythymidine
Hypoxanthine 2,17
5-Méthylcytosine 0,009
Thymidine 0,909
Uridine triphosphate, sodium 0,091
ACIDES AMINES
L-Alanine 18,3
Acide L-a-amino-n-butyrique 0,5
L-Arginine 137 200
L-Asparagine 18,9 50
Acide L-Aspartique 20,6 20
L-Cystéine 58,4
L-Cystine 65,2
D-Glucosamine.HCI 0,355
Acide L-Glutamique 41,5 20
L-Glutamine 344 300
Glycine 18,3 10
L-Histidine.HCI.H,O 31,0 15
Hydroxy-L-proline 0,373 20
L-Isoleucine 51,2 50
L-Leucine 55,5 50
L-Lysine.HCI 86,4 40
L-Méthionine 16,1 15
L-Ornithine.HCI 0,855
L-Phénylalanine 33,8 15
L-Proline 34,6 20
L-Sérine 24,8 30
L-Taurine 0,382
L-Thréonine 50,3 20
L-Tryptophane 9,8 5
L-Tyrosine 52,4 28,8
L-Valine 50,3 20
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Milieu de base (mg/L) SVF (mg/L)

PF-BDM RPMI
VITAMINES
Acide ascorbique (Vitamine C) 4,5 inf 0,5
Phopho-a-Tocophérol, disodium salt 0,002
B-carotene (Vitamine E) 0,11
D-Biotine (Vitamine H) 0,011 0,2 20.10°
Calciférole (Vitamine D2) 0,023 39.10°
Chlorure de choline 8,3 3
Cobalamine (Vitamine B12) 15 0,005 317.10°
Acide folique 2,4 1 32
i-Inositol 11,5 35
Menadione (Vitamine K) 0,002
Nicotinamide 1,8
Niacine 0,006 0,001
Niacinamide 0,023 1
Pantothénate de calcium D 2,0 0,25
Acide para-aminobenzoique 0,011 1
Pyridoxal.HCI 1,8
Pyridoxine.HCI 0,034 1 0,037
Rétinol (Vitamine E) inf 0,1
Riboflavine 0,201 0,2 0,131
Thiamine.HCI 2,0 1 0,052
Vitamine A 0,023
SUPPLEMENTS PF-BDM
Acide pluronique F-68 1000
Sélénite de sodium 6,9.10°
Citrate de fer 122,4
Ethanolamine 3,05
SUPPLEMENTS RPMI
Alanine 8,9
Albumine bovine 5000 2,5gm%
CuSO, 2,49.10° 0,02
Insuline bovine 5 6,5 pu/mL
Putrescine 0,161
Pyruvate de sodium 110
FeS0,4.7H,0 0,834
NaSe0s.5H,0 1,72.10°
Transferrine 5
ZnS0O,4 0,862
AUTRES COMPOSES présents dans le SVF (Protéines, enzymes...)
Acide urique 16
Bilirubine 20
Chlorure 99 megq/dl
Créatine 23
y-Globulines inf 0,1 %tp
Hémoglobine 30
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Milieu de base (mg/L) SVF (mg/L)
PF-BDM RPMI

IgG 0,1
Lactate deshydrogénase 392 UI/L
Phosphate inorganique 110
Phosphatase alcaline 206 UI/L
Progestérone 0,0013
PTH 56.10°
Selenium 0,013
Transaminase SGOT 64 UI/L
Transaminase SGPT 4 UIlL

2. Exploitation des résultats cinétiques
2.1 Mode discontinu

2.1.1 Vitesse spécifique de croissance cellulaire

On définit i et iy comme étant les vitesses de production et de déces cellulaires, tandis
gue X est la concentration en cellules viables gtl&X concentration en cellules mortes. Les

bilans s’écrivent de la fagon suivante :

Fy—ra= dX ra = d
x— Id=— _——
dt et dt

Hreel €1 ky Sont respectivement les vitesses spécifiques de croissance et de décés cellulaires.

Elles sont définies par :

[réel =% et kd 2% AUBC= Mreel — kd =%x dd>t(v

Expérimentalement, la vitesse spécifique de croissance est déterminée a partir des
comptages des cellules viables )%t des cellules mortes (X Les valeurs des comptages
expérimentaux des cellules viables sont lissées puis interpolées grace un polynéme d’ordre 3

a 5 al'aide du logiciel Excel.
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2.1.2 Vitesses spécifiques de consommation des substrats et de

formation des produits

On définit £ et , comme étant les vitesses de consommation du substrat S et de
formation du produit P par unité de volume a un temps t. Les vitesses spécifiqgues

correspondantes sont données par :

s = I's re= ds
S — — S—"
Xy avecC dt
b= avec o=
"X T dt

2.2 Mode semi-continu

2.2.1 Vitesse spécifique de croissance

Le bilan de matiere, effectué sur les cellules vivantes, en mode semi-continu s’écrit de

la maniére suivante :

V X (Pxm ) =V dd)t(v dv dv

Q étant le débit du milieu d’alimentation (mL/h)

temra= 4 xx Q
\Y,
1 _dX , Q Q
sel— Kg = = x + = ==D
Hreel™ K= Have Xv dt VvV avecy,

D étant le taux de dilution ).
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2.2.2 Vitesses spécifiques de consommation des substrats et de

formation des produits

Les vitesses spécifiques de consommation et de giodwsont données comme suit :
CIsz—[(;—tS— D<( S- S)]/Xv

quﬁ{%+ Dx(P- Po)]/ Xv

S et R étant les concentrations respectives en substrat et en produit dans le milieu

d’'alimentation.

3. Dosages des métabolites et produits extracellulaires

3.1 Le glucose

Le dosage du glucose est réalisé sur micro-plaques 96 puits a l'aide d'un kit

commercial (réf. 510-A, Sigma). Il est basé sur les réactions enzymatiques suivantes :

Glucose + HO,+ O, > acide gluconique,®H
glucose oxydase

H,O, + o-dianisidine > o-dianisidine oxydée
péroxydase

L’intensité de la coloration brune, mesurée a 450 nm par spectrophotométrie (Multiskan
MCC/340, Titertek), est proportionnelle a la concentration de glucose dans I'échantillon.
L’erreur sur la mesure est inférieure a 10% (Cherlet, 1995).

3.2 Le lactate

Le dosage du lactate est réalisé sur micro-plagues de 96 puits a l'aide d'un kit

enzymatique commercial (réf. 735-10, Sigma). Son principe est le suivant :

Lactate » pyruvate +H,0,
lactate oxydase
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HO, » W+%Q+e
péroxydase
L’électron libéré réduit un substrat chromogéne, qui produit une coloration rose dont
l'intensité, mesurée a 540 nm par spectrophotométrie (Multiskan MCC/340, Titertek), est
proportionnelle a la concentration en lactate de I'échantillon. L'erreur sur la mesure est
comprise entre 10 et 20% (Cherlet, 1995).

3.3 La glutamine

Le dosage est basé sur le dosage de glutamate. Dans un premier temps, la glutamine
est transformée en glutamate grace a une asparaginase. Le glutamate est dosé par méthode
enzymatique sur micro-plaque de 96 puits a l'aide d'un kit commercial (réf.139 092,
Boehringer Mannheim). Les réactions du dosage du glutamate sont les suivantes :

Glutamate + NAD+ H" » o-cétoglutarate + NADH + N
glutamate déshydrogénase
INT + NADH + H > NAD- formazan
diaphorase

L’'apparition de formazan est détectée a 492 nm par spectrophotométrie (Multiskan
MCC/340, Titertek). La concentration en glutamine est déterminée par différence, en dosant,
d’'une part le glutamate seul, et d’autre part, le glutamate et la glutamine aprés desamination
par I'asparaginase (réf. 102 903, Roche). L'erreur sur la mesure est de l'ordre de 20%
(Cherlet, 1995).

3.4 Les ions ammonium

Le dosage des ions ammoniums est réalisé a I'aide d’une électrode a diffusion gazeuse
(Orion). En milieu fortement alcalin, les ions ammonium du milieu sont transformés £n NH

gazeux selon la réaction suivante :

»

NH"+ OH - NH HO

L’équilibre est déplacé vers la formation d’ammoniac par addition de 3 mL de soude

hY

0,2 N a 3 mL de I'échantillon a analyser. Le pH final du mélange est d’environ 12.
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L’ammoniac formé diffuse a travers la membrane perméable de I'électrode et entraine une
variation du potentiel selon la loi de Nernst : E=Sog [NHs], ou E est le potentiel de
référence (ordonnée a l'origine) et S est la pente de la courbe d’étalonnage. L'étalonnage est
réalisé avec des solutions de )i de molarité connue en tracant log [MH] en fonction du

potentiel de I'électrode (mV). L’erreur sur la mesure est de I'ordre de 10% (Cherlet, 1995).

4. L'interféron-y
4.1 Quantification de la production dIFN-y par test ELISA

La production d’IFNy est déterminée par la méthode ELISA, a l'aide d'un kit
commercial (réf. DY285, R&D Systems). L’anticorps polyclonal de souris dirigé contre
I'IFN-y humain recombinant est dilué dans une solution de PBS et fixé durant une nuit a 4°C
au fond d’'une micro-plague 96 puits (Nunc). Les puits sont ensuite rincés a l'aide d'un
tampon de lavage (solution de PBS contenant 0,05% Tween 20 (vol/vol), pH 7,2-7,4).
Les sites de fixation non occupés sont saturés durant 1 heure a I'aide d’'un tampon de lavage
(solution de PBS contenant 1% BSA (m/vol) (FractionV, Bayer) et 5% saccharose (m/vol)
(Sigma)). Apres trois rincages, échantillons et standards {{IkiNnain recombinant dont les
concentrations sont comprises entre 15,625 pg/mL et 1 000 pg/mL) sont déposés dans ces
puits pour une incubation de 2 heures. La microplaque est rincée trois fois avec le tampon de
lavage avant de déposer I'anticorps de chevre antiylEdijugué a la biotine et 'ensemble
est incubé pendant 2 heures. Apres ringages, la péroxydase de radis noir (HRP) conjuguée a la
streptavidine, est ajoutée au complexe anticorps-antigene précédemment formé pour une
durée de 20 minutes. Apres lavages, le substrat (mélange d’'une soluti@ étHd une
solution de tétraméthylbenzidine, ratio 1/1, vol/vol) est ajouté pour une incubation de
20 minutes. La réaction est alors stoppée par ajoyS@iH2 N et I'absorbance est mesurée a
450 nm sur le spectrophotométre Multiskan MCC/340 (Titertek). Les échantillons a doser
sont dilués au 1/5601/1006, 1/200G et 1/4000. L’erreur sur la mesure est de 'ordre de
10%.
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4.2 Caractérisation de la macrohétérogénéité de la glycosylation de

I'TFN-y par western-blot

L’hétérogéenéité d'occupation des sites de glycomylatde I'IFN-y humain

recombinant est visualisée par western-blot chimiluminescent.

4.2.1 Electrophorese des protéines

Les protéines présentes dans les surnageants de culture sont d’abord séparées en
fonction de leur taille sur un gel d’électrophorése d’aprés la méthode de Laemmli (1970).
L’appareil utilisé pour la migration électrophorétique est le Mini-Protean Il (Biorad).
Ainsi, les protéines sont concentrées grace un gel d’acrylamide de 5%, puis séparées sur un
gel d’acrylamide a 11%. La composition du gel de concentration et du gel de séparation est
présentée dans le tableau II.2.

Tableau 11.2 : Composition des gels de concentration et de séparation utilisés pour la séparation des
différentes glycoformes de I'lFN-

Gel de concentration Gel de séparation
(5%) (11%)

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 (mL) - 2,5
Tris-HCI1 0,5 M pH 6,8 (mL) 2,5 -

H,O (mL) 5,6 3,6

Acrylamide-bisacrylamide 30% (mL) 1,7 3,7

SDS 10% (uL) 100 100

Persulfate d’'ammonium 10% (uL) 100 100
Temed (uL) 10 10

Les surnageants issus des cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320 cultivées
dans le milieu RPMI sans sérum et avec sérum sont concentrés sur des membranes de
filtration possédant un seuil de coupure de 10 kDa (Nanosep 10K, Pall).

L’albumine bovine sérique, contenue dans le sérum ajouté au milieu RPMI, est
éliminée au moyen de systemes de filtration possédant un seuil de coupure de 50 kDa
(Microcon-YM 50K, Fisher Labosi). Le filtrat est ensuite récupéré et concentré sur des

membranes de 10 kDa. Les surnageants de culture sont ensuite dilués au 1/3 dans la tampon
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de charge (4,8 mL #D; 1,2 mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8; 2 mL SDS 10%; 1 mL glycérol; 0,5

mL bleu de bromophénol 0,5%) et déposés sur le gel a raison de 15 pL par puits. Afin de
vérifier la séparation des protéines et d’estimer la taille de KieNalysé, 5 pL du marqueur

de taille commercial précoloré (réf. SM 0671, MBI Fermentas) ainsi que 200 ng @’IFN-
humain standard non glycosylé (réf. 285-IF, R&D Systems) sont déposés en paralléle sur le
méme gel de polyacrylamide. La migration se déroule a une intensité constante (25 mA/gel -
tension limite 180 V) durant environ 1 heure dans le tampon de migration (glycine 14,4 g/L,
Tris-Base 3g/L et SDS 1g/L).

4.2.2 Transfert des protéines sur membrane de PVDF et

immunomarquage

Les différentes glycoformes de I'lFiNhumain recombinant séparées sont, dans un
deuxiéme temps, transférées sur une membrane en fluorure de polyvinylidéne (PVDF), puis
révélées spécifiquement par immunomarquage (Mols, 2003). La méthode de révélation
choisie est la chimiluminescence, en raison de sa grande sensibilit¢, de l'ordre du
nanogramme.

Le transfert est réalisé en milieu liquide sur I'appareillage Mini-Protean 1l (Biorad).
Avant de réaliser le transfert, la membrane de PVDF (Hybond-P, réf. RPN 2020F, Amersham
Biosciences) est incubée 15 minutes dans le méthanol, puis 5 minutes dans le tampon de
transfert (3 g/L Tris-Base, 14,4 g/L glycine, 20% méthanol, vol/vol). Les éponges et les
papiers filtre Whatman sont également imprégnés de tampon de transfert. Lorsque la
migration du gel de polyacrylamide est terminée, le gel est incubé a son tour dans le tampon
de transfert durant 5 minutes. Le gel et la membrane sont ensuite mis en sandwich entre les

éponges et les papiers filtre. Le schéma du montage est présenté sur la figure I1.1.
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Cathode
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Figurell.l: Montage utilisé lors du transfert des protéines sur membrane de PVDF.

Le transfert se déroule pendant 20 minutes a tension constante (80 V / intensité limite :
400 mA). L'efficacité du transfert est vérifiee grace a l'utilisation d’'un marqueur de taille
précoloré transféré sur la membrane dans les mémes conditions. La membrane est ensuite
incubée successivement dans plusieurs bains sous agitation. Dans un premier temps, elle est
saturée par une solution de lait écrémé (5%, m/vol) dans le PSBT (PBS contenant 0,05%
Tween20) durant 1 heure 30 minutes a température ambiante. Apres trois lavages dans le
tampon PSBT, la membrane est incubée durant 1 heure avec 'anticorps polyclonal de lapin
anti-IFN-y humain (réf. P-700, Endogen) dilué au 1/58ans le tampon de réaction (solution
de PBST contenant 0,5% de lait écremé (m/vol)). Aprés trois lavages dans le tampon PBST,
la membrane est incubée durant 45 minutes avec I'anticorps de chevre anti-lapin couplé a la
HRP (réf. P0448, Dako), dilué au 1/16@&ns le tampon de réaction. Trois lavages dans le
tampon PBST, puis un lavage dans le tampon PBS sont nécessaires avant d’effectuer la
révélation. La membrane est incubée 5 minutes avec le mélange de substrats
chimiluminescents (Kit ECL Plus, réf. RPN 2132, Amersham Biosciences). La membrane est
ensuite placée dans un film plastique transparent avant d’étre exposée a un film photosensible,
durant environ 1 minute (Hyperfiim ECL 18 x 24 cm, réf. RPN 2103K, Amersham
Biosciences). Le film impressionné est plongé dans le liquide révélateur (réf. Kodak AL4,
Merck), rincé a I'eau, plongé dans le liquide fixateur (réf. Kodak LX24, Merck) puis rincé a
'eau avant d'étre séché. L'analyse densitométrique des films photosensibles est effectuée
grace a l'appareil Versadoc (Biorad) et le logiciel Quantity One (Biorad). Cette analyse est
réalisée par la mesure de lintensité du signal (mesure du nombre et de l'intensité des pixels

supérieurs au bruit de fond préalablement déterminé).



Chapitre 1l — Matériels et méthodes

4.3 Supplémentation en IFN-y

L'IFN-y humain recombinant, utilisé pour les expériences de supplémentation des
cultures de cellules CHO, a deux origines. D’une part, il est issu d’un milieu de culture « riche
en IFNy » et prélevé a la fin d’'une culture discontinue de cellules CHO C5, productrices
d’'IFN-y. La concentration en IFMprésente dans le milieu de culture épuisé et déterminée
par test ELISA, est estimée a 450 ng/mL. D’autre part, I'YFdemmercial utilisé
(réf. 285-1F, R&D Systems) a été produit chez @i et est en conséquence non glycosylé.

Les marquages au fM] mannose et & IS méthionine ont été réalisés selon les protocoles
définis dans le paragraphe I1.5. Apres incubation, I'extraction séquentielle des intermédiaires
lipidiques a été effectuée selon le protocole établi par Cacan et Verbert (1995), et décrit
ci-dessous.

5. Caractérisation des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides
5.1 Marquages métaboliques radioactifs

5.1.1 Marquage au [2-*H] mannose

L'utilisation de [22H] mannose permet de marquer les intermédiaires lipidiques
génerés par le cycle des dolichols et incorporant des résidus de mannose (GDP-Man, dol-P-
Man, dol-PP-oligosaccharides) ainsi que les glycoprotéines néosynthétisées.

4.10 cellules vivantes sont prélevées du flacon de Roux ou du flacon agité et sont
centrifugées 5 minutes a 800 tr/min. Le surnageant est éliminé et le culot cellulaire est lavé
avec 5 mL de milieu RMPI dépourvu de glucose (5 minutes, 800 tr/min). Apres
centrifugation, le culot cellulaire est remis en suspension dans le milieu de marquage.
La composition du milieu de marquage est la suivante : 900 pL de milieu RPMI 1640 sans
glucose (Sigma) et sans sérum, contenant 10 mM d’'Hepes, 14 uM de mannose froid et 4 mM
de glutamine. A ce mélange sont ajoutés 100 pCi (7 pM) de][Brannose (réf. TRK364,
Amersham Biosciences). L'incubation des cellules dans le milieu de marquage est effectuée
durant 1 heure a 37°C dans un tube eppendorf ouvert.

Apres incubation, les cellules sont centrifugées 5 minutes a 800 tr/min et le surnageant
est éliminé. Le culot cellulaire est alors lavé par 1 mL d’une solution de PBS froid (5 minutes,

800 tr/min). Le surnageant est éliminé et au culot cellulaire sont successivement ajoutés
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300 pL de mélange d’arrét (IgG 10% (m/vol) préparées au laboratoire a partir du lait, 5 mM
de MgC} (Carlo-Erba), 0,1 M de cacodylate de sodium (Prolabo) pH 7,4) et 800 uL de
méthanol (SDS). Les cellules sont remises en suspension dans ce mélange, puis transférées
dans un tube a extraction dans lequel sont ajoutés 1,2 mL de chloroforme (Across).
Les proportions finales des différents solvants (chloroforme, méthanol et phase aqueuse) sont
ainsi de 3/2/1 (vol/vol/vol), le volume de la phase aqueuse étant estimé a 100 pL. L’ensemble
est mélangé vigoureusement, puis centrifugé durant 5 minutes 0@0 1tr/min.
Ainsi, la centrifugation conduit & I'obtention de trois phases distinctes (figure 11.2) :
- la phase supérieure aqueuse (fraction OSRM), contenant les éléments les plus
polaires comme les nucléotides-sucres (GDP-Man), les monosaccharides libres, les
oligosaccharides libres (OSGet OSGh).
- linterphase, contenant le matériel insoluble, et regroupant les protéines
néosynthétisées et les dol-PP-oligosaccharides (fraction Chloroforme/Methanol/Water,
CMW).
- la phase inférieure organique (fraction Chloroforme/Methanol, CM), contenant les
précurseurs lipidiques de petite taille comme le dol-P-Man, le dol-P-Glc, le dol-PP-
Glc et le dol-PP-GIcNAE

Phase supérieure aqueuse (OSRM) :

GDP-Man, Man-6-P, Man-1-P, mannose libre,
oligosaccharides libres (OSGn;,0SGny)

Glycoprotéines néosynthétisées

Dol-PP-oligosaccharides (CMW)

/AN

Phase inférieure chloroformique (CM) :

Dol-P-Man, Dol-P-Glc, Dol-PP-GIcNAc,

Figurell.2: Composition en espéces oligosaccharidiques des différentes phases obtenues lors du
protocole d’extraction séquentielle selon Cacan et Verbert (1995)
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5.1.2 Protocole d'extraction séquentielle

L’extraction séquentielle des intermédiaires lipitkg est effectuée selon le protocole
mis au point par Cacan et Verbert (1995). Son principe est basé sur la différence de solubilité
des produits générés par le cycle des dolichols. Les différentes étapes du protocole
d’extraction sont présentées sur la figure 11.3.

Apres centrifugation, la phase inférieure (CM) est récupérée puis extraite deux fois par
1,5 mL de PIT (phase inférieure théorique, chloroforme/méthanol/MgCinM), 85/14/1,
vol/vol/vol). Les phases obtenues a l'issue des trois extractiong, (CM, et CMs) sont
rassemblées dans un méme tube pour les comptages de radioactivité et les analyses
ultérieures.

La phase supérieure (OSRM) est également extraite deux fois par 3 mL de PST (phase
supérieure théorique, chloroforme/méthanol/Mg8d mM dans I'eau, 3/48/2, vol/vol/vol).

Les phases obtenues a lissue des trois extractions (QSRBRM et OSRM) sont
eégalement rassemblées dans un méme tube en vue d’effectuer les comptages de radioactivité
et les analyses ultérieures.

L'interphase restante, renfermant les glycoprotéines et les dol-PP-oligosaccharides
(fraction CMW), est dans un premier temps lavée six fois par 3 mL de PST. Dans un
deuxieme temps, les dol-PP-oligosaccharides sont extraits trois fois par 1,5 mL du mélange
chloroforme/méthanol/eau (10/10/3, vol/vol/vol). Les phases GMYWIW, et CMW; sont
rassemblées dans un méme tube pour les comptages de radioactivité et les analyses
ultérieures.

La radioactivité est mesurée a I'aide d’'un liquide a scintillation Ultima Gold (Perkin
Elmer) et d'un compteur a scintillation (LS6000TA, Beckman). L'erreur sur la mesure est

d’environ 12% pour un marquage au’f2} mannose.
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+ 300 pL + 800 pL MetOH
mélange WL Me +1,5mLPIT
d'arrét + 1200 pL CHCls (2 extractions)
—_—) _— >
culot cellulaire CM>. CM
(4.10° cellules, ~100 pL) 2 Vs
Fraction CM
(dol-P-Man)
v
+1,5 mL CMW +1,5mL PST
(2 extractions) +1,5mL CMW (2 extractions)
— — <

CMW;, CMW3 Y CMW, OSRM2, OSRM3 \l/ OSRM;

Fraction OSRM
Glycoprotéines Fraction CMW (OSGny, OSGn,, GDP-Man)
néosynthétisées (dol-PP-oligosaccharides)

Figurell.3 : Protocole d’extraction séquentielle des différents intermédiaires lipidiques (d’apres
Cacan et Verbert, 1995).

PIT : phase inférieure théorique, PST : phase supérieure théorique, CMW : chloroforme/méthanol/eau
(10/10/3).

5.1.2.1 Fraction CM

La radioactivité présente dans la fraction CM, contenant notamment le dol-P-Man, est

directement mesurée sur un aliquot de 100 pL.
5.1.2.2 Fraction OSRM
La fraction contenant les oligosaccharides libres (QSGS8Gn et GDP-Man) est
séchée sous un flux 'atote jusqu’'a atteindre un volume de 1 mL environ.

Les oligosaccharides libres sont ensuite purifiés sur colonne de Biogel P2 (diametre de la
colonne 1 cm x 50 cm - taille des billes : 45 & 90 um - zone de fractionnement : 100 & 1800
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kDa; Biorad). L’élution des glycannes est réalisée par I'acide acétique 5% (Prolabo) avec un
débit de 12 mL/h. Cette étape permet I'élimination des précurseurs radiomarqués de petite
taille (mannose libre, Man-6-P, Man-1-P) par tamisage moléculaire. Les fractions contenant
les oligosaccharides libres (matériel exclu du gel) sont récupérées par comptage de la
radioactivité (prise d’essai de 100 uL). Les fractions d’intérét sont rassemblées dans un ballon
et séchées a sec sur un évaporateur rotatif (Buchi), en présence de mannose froid (Sigma)
(10 pL d’'une solution de concentration 1 mM) afin d’éviter 'adsorption non spécifique sur le
verre. Le ballon est lavé par 500 pL d’acétonitrilgdH(70/30, vol/vol), puis les 500 pL
récupérés sont transférémns un tube en verre et séchés a sec sous un flux d'azote.
Les oligosaccharides libres sont repris dans 50 pL d’acétonit@®e(A0/30, vol/vol) pour

étre injectés en CLHP couplée a un détecteur de radioactivité.

5.1.2.3 Fraction Protéines

Au culot protéique sec sont ajoutés 300 pL d'une solution contenant 1 mg/mL de
trypsine bovine (réf. T8003, Sigma) dans un tampon 100 mM de bicarbonate d’ammonium
pH 7,9. Ainsi, les protéines sont hydrolysées durant 1 heure a 37°C. Une prise d’essai de
20 puL permet de mesurer la radioactivité incorporée dans cette fraction. Afin d’inactiver
I'enzyme, le mélange réactionnel est incubé durant 10 minutes a 100°C puis séché a sec sous
un flux d’azote.

100 pL de tampon phosphate de sodium 20 mM, pH 7,5, EDTA 50 mM et 0,5 puL (500 mU)

de PNGase F (isolée didavobacterium meningosepticuiMew England Biolabs) sont alors
ajoutés pour effectuer I'hydrolyse de la partie glycannique. L'incubation est réalisée a 37°C
durant 16 heures. Les glycannes sont ensuite purifiés sur colonne de Biogel P2 : apres élution,
les fractions contenant les glycannes sont repérées par comptage de la radioactivité (prise
d’essai de 50 pL) et les fractions d’intérét sont rassemblées dans un ballon et séchées a sec sur
un évaporateur rotatif. Le ballon est lavé par 500 pL d’acétonitsiefA0/30, vol/vol) puis

les 500 uL récupérés sont transférés dans un tube et séchés a sec sous un flux d’azote. Les
glycannes sont alors repris dans 50 puL d’acétonitri@/k¥0/30, vol/vol) pour étre injectés

en CLHP couplée a un détecteur de radioactivité.
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5.1.2.4 Fraction CMW

La fraction CMW, contenant les dol-PP-oligosaccharides, est séchée a sec sous un flux
d’azote. L’hydrolyse des dol-PP-oligosaccharides est effectuée par 9 mL d’'une solution de
tétrahydrofuranne anhydre (THF) (Prolabo) contenant 0,1 M d’HCI (83 pL d’'une solution
HCI 12 M) et 1 mL d'eau. Le mélange réactionnel est incubé durant 2 heures a 55°C.
Cette réaction d’hydrolyse permet d’éliminer la partie lipidique (dol-PP) associée aux
structures glycanniques. Les oligosaccharides sont ensuite séchés a sec sous un flux d’azote
puis repris dans environ 1 mL d’acide acétique 5%. Ces produits sont purifiés sur colonne de
Biogel P2 : aprés élution, les fractions contenant les glycannes sont repérées par comptage de
la radioactivité (100 pL) puis séchées a sec sous un flux d’azote. Les oligosaccharides sont
alors repris dans 50 pL d’acétonitrile® (70/30, vol/vol) pour l'injection en CLHP couplée

a un détecteur de radioactivité.

5.1.3 Analyse des structures glycanniques par chromatographie

liquide a haute performance couplée a un détecteur de radioactivité

La séparation des oligosaccharides s’effectue par chromatographie de partage entre la
phase mobile et la phase stationnaire constituée de silice, sur laquelle sont greffés des
groupements Ni Les composés les plus hydrophiles sont retenus tandis que les composés
hydrophobes sont exclus de la colonne. La rétention de l'oligosaccharide augmente avec le
degré de polymérisation (nombre de groupement hydroxyl). L’élution des oligosaccharides
neutres s’effectue par un gradient d’acétonitrile et d’eau.

L'appareillage consiste en un systtme de chromatographie liquide a haute
performance (CLHP) a gradient (Spectra-Physics P1500) équipé d’'une colonne de type amino
Asahipak NHP-50 (250 mm x 4,6 mm, Asahi). L’élution s’effectue au moyen d’'un gradient
composeé d’'acétonitrile/eau allant de 70 /30 (vol/vol) a 50/50 en 90 minutes, avec un débit de
1 mL/min. La détection s’effectue en continu par mesure de la radioactivité de I'éluat grace a
un détecteurB-Flo-one (Packard) en scintillation liquide. L'injection de [I'échantillon
s'effectue au moyen d’'une vanne rhéodyne, comportant une boucle d’échantillonnage de
volume 50 pL. Les différentes espéces oligomannosidiques sont identifiées en fonction de
leur temps de rétention, par comparaison avec des oligosaccharides standards, préparés au

laboratoire. Le MagGIcNAc, standard a été isolé a partir des dol-PP-oligosaccharides

11t



Chapitre 1l — Matériels et méthodes

provenant de cellules CHO B3F7. Le M@icNAc,, le ManGIcNAc, et le
Glc;MansGIcNAC, standards ont été obtenus a partir de cellules CHO Lecl5 (Puadt

2000). Le MagGIcNACc; etle Man;GIcNACc; standards ont été obtenus par digestion patrtielle
d’oligomannosides par la mannosidase cytosolique (Duvet, communication personnelle). Le
MangGIcNAC,, le ManGIcNAC; et le GlgManyGIcNAC; standards ont été obtenus a partir de
cellules CHO MI8-5 (Cacaet al, 2001). Enfin, le GManyGIcNACc; standard a été obtenu a
partir de cellules CHO Lec23 (Rayal, 1991).

5.1.4 Marquage des protéines néosynthétisées d la 3°S méthionine

L'utilisation de la**S méthionine permet de marquer spécifiquement les protéines
néosynthétisées. Les cellules CHO (5.t@llules) sont prélevées et centrifugées durant
5 minutes a 800 tr/min. Le culot cellulaire est lavé par 5 mL de milieu RPMI 1640 sans
méthionine (Sigma) (5 minutes, 800 tr/min). Le surnageant est ensuite éliminé et les cellules
sont remises en suspension dans le milieu de marquage de composition suivante : 980 uL de
milieu RPMI 1640 sans sérum, dépourvu de méthionine, contenant 10 mM d’'Hepes et 4 mM
de glutamine. 20 puCi d8S Méthionine (réf. SJ1015, Amersham Biosciences) sont ajoutés au
mélange pour réaliser le marquage des protéines. Les cellules sont incubées durant 1 heure a
37°C en tube eppendorf ouvert. Apres incubation, les cellules sont lavées par 1 mL de PBS
(5 minutes, 800 tr/min) et les protéines néosynthétisées sont précipitées par une solution
d’acide trichloroacétique (ATCA)/acide phosphotungstique (PTA) sur membrane en fibre de
verre. La radioactivité est mesurée a l'aide d'un liquide a scintillation (Ultima Gold, Perkin
Elmer) et d’'un compteur a scintillation (LS6000TA, Beckman). L'erreur sur la mesure est

d’environ 22% pour un marquage &18 méthionine.
5.1.5 Précipitation des protéines sur membrane en fibre de verre

Apres incubation, les cellules sont lavées par 1 mL de PBS froid, puis lysées par
200 pL d’'une solution PBS contenant 1% de SDS (m/vol). Les protéines intracellulaires sont
alors précipitées par ajout d'1 mL d’une solution d’HCI 2 M contenant 0,6% (m/vol) de PTA
(Across) et 12% (m/vol) d’ATCA (Across). Le précipité est filtré sur membranes en fibres de
verre (Whatman, GF/A). Cette étape de filtration permet d’éliminer des petites molécules

telles les nucléotides-sucres, le mannose libre marqué, et de retenir les glycoprotéines
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radiomarquées sur la membrane. Les membranes sont placées sur une couronne de filtration
(ref. XX2702550, Millipore) et lavées par une solution d’ATCA 10% (m/vol).

Les échantillons sont ensuite déposés sur la membrane. Aprés filtration, les membranes sont
lavées successivement par une solution d’ATCA 10%, de I'eau, puis de I'éthanol. Aprés ce
dernier lavage, les membranes sont séchées durant 2 minutes dans une étuve a 100°C.

La radioactivité présente sur la membrane est ensuite mesureée.

5.2 Analyse des glycannes associés aux précurseurs oligosaccharidiques

par « Fluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophoresis »

La méthode danalyse paFluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophoresis
(FACE) permet de séparer, par électrophorese sur gel, des structures oligosaccharidiques,
préalablement marquées avec un fluorophore. Naturellement, les sucres ne sont pas
fluorescents. Il est donc nécessaire d’effectuer une réaction de dérivatisation. Le marqueur
fluorescent utilisé est le 8-aminonaphtaléne-1,3,6-sulfonate (ANTS). Les oligosaccharides
possédant une extrémité réductrice terminale (résidu GIcNAc) réagissent avec le groupement
amine primaire du fluorophore en formant une base de Schiff. La stoechiométrie de la
réaction est telle gu’'une molécule d’ANTS se lie a une seule molécule d'oligosaccharide.
La liaison est ensuite stabilisée par I'ajout de cyanoborohydrure de sodium, qui permet la
réduction du produit sous forme d’amine secondaire. Les oligosaccharides dérivés peuvent
étre séparés en fonction de leur taille par électrophorese sur gel de polyacrylamide, puis

détectés et quantifiés grace a I'émission de fluorescence.

5.2.1 Extraction, hydrolyse et purification des glycannes associés

aux précurseurs oligosaccharidiques

3.10' cellules CHO sont prélevées dans le bioréacteur pour étre centrifugées durant 5
minutes a 800 tr/min. Le surnageant est éliminé et au culot cellulaire sont ajoutés
successivement 300 pL d’eau, 800 puL de méthanol et 1,2 mL de chloroforme. L’ensemble est
mélangé vigoureusement, puis soumis au protocole d’extraction séquentielle détaillé
précédemment.

Les glycannes portés par les dol-PP-oligosaccharides obtenus a lissu du protocole

d’extraction sont ensuite hydrolysés par 9 mL d’une solution de THF anhydre contenant
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0,1 M d’HCI (83 pL d'une solution HCI 12 M) et 1 mL d’eau. Le mélange réactionnel est
incubé pendant 2 heures a 55°C. Les dol-PP-oligosaccharides hydrolysés sont séchés a sec
sous un flux d’'azote et repris dans 1 mL d'acide acétique 5%. lls sont ensuite purifiés sur
colonne de graphite (Extract-clean columns carbograph, 150 mg /4 mL, Alltech).

5.2.2 Dérivatisation des standards et des échantillons par le

marqueur fluorescent (ANTS)

Des solutions de maltooligosaccharides (G20) a 12 mg/mL (kit de dérivation APTS
des oligosaccharides, Beckman), de maltotétraose (DP4) a 10 mg/mL (Sigma) et de
maltoheptaose (DP7) a 10 mg/mL (Sigma) sont utilisés comme standards. Ces marqueurs de
taille sont constitués de polyméres de glucose de poids moléculaires croissants, et ne différent
entre eux que par une unité de glucose.

Les solutions standards (20 pL de G20, 5 uL de DP4 et 10 pL desDRt79échées a
sec sous un flux d’azote puis repris par 5 pL d’'une solution d’ANTS 0,15 M (Research
Organics) dans I'acide acétique/eau (3/17, vol/vol) et 5 pL d’'une solution de NaCNBH
(Sigma) dans le DMSO (Prolabo). Le mélange est alors incubé pendant 16 heures a 37°C et a
I'obscurité. Aprées incubation, le DMSO est évaporé sous un flux d’azote, et les glycannes
sont remis en solution dans 100 pL de tampon d’échantillon (glycérol/eau : 1/4, vol/vol).
Un protocole de marquage identique est effectué avec les glycannes associés aux dol-PP-

oligosaccharides, extraits des cellules CHO.

5.2.3 Electrophorése des structures glycanniques dérivatisées

La séparation des différents glycannes est effectuée en fonction de leur poids
moléculaire par électrophorese sur un gel de polyacrylamide 30%. La composition des gels de
concentration et de séparation est présentée dans le tableau I1.3. L'appareillage utilisé pour la

migration électrophorétique est le systeme Mini-Protean Il (Biorad).
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Tableau 11.3: Composition des gels de concentration et de séparation utilisés pour la séparation
électrophorétique des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides.

Gel de concentration Gel de séparation
(4%) (30%)
Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 (mL) - 1,25
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 (mL) 0,625 -

H20 (mL) 1,41 -
Acrylamide-bisacrylamide 40% (mL) 0,46 3,75
Persulfate d’'ammonium 10% (uL) 25 25
Temed (uL) 2,5 10

10 puL de standards G20, DP4 et DP7 et la totalité des échantillons sont déposés sur le gel de
polyacrylamide. La migration est effectuée durant environ 1 heure dans le tampon de

migration (3 g/L Tris-Base, 14,4 g/L glycine) sous une intensité constante (15 mA/ gel).

5.2.4 Détection et quantification des glycannes marqués

Les bandes fluorescentes sont détectées sous une lumiére UV grace a un appareillage
équipé d’'une caméra CDD (Transilluminator 2000, Biorad)quantification des bandes est
effectuée grace au logiciel Quantity One (Biorad) L'intégration des bandes est réalisée au
moyen de la mesure de l'intensité du signal (mesure du nombre et de l'intensité des pixels

supérieure au bruit de fond préalablement déterminé).

6. Analyse des nucléotides et nucléotides-sucres intracellulaires par

chromatographie liquide a haute performance de paire d'ions

6.1 Extraction des nucléotides et nucléotides-sucres intracellulaires a

I'acide perchlorique

L’'analyse des contenus intracellulaires en nucléotides et nucléotides sucres a été
effectuée d’apres le protocole adapté de la méthode de Ryll et Wagner (1991).
2.10F & 4.16 cellules viables sont prélevées dans le bioréacteur et immédiatement

centrifugées (4°C, 800 tr/min). Le surnageant est éliminé, et 185 uL d’'une solution froide
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d’acide perchlorigue 0,5 M (Labosi) sont ajoutés au culot cellulaire, puis mélangeés
vigoureusement. Le mélange est placé pendant 2 minutes dans la glace, puis centrifugé
(4°C, 10 000 g). Le surnageant est alors neutralisé par 42 uL d’une solution froigdRig, K

1,5 M (Fluka) contenant 2,5 M de KOH (Fluka). Le surnageant neutralisé est centrifugé
(4°C, 10000 g) afin d’éliminer le précipité de perchlorate de potassium, puis est filtré
(0,2 pm, Millipore). Les échantillons sont stockés a -70°C jusqu'a [lanalyse

chromatographique.

6.2 Analyse par chromatographie liquide a haute performance de paire

d'ions

La séparation des nucléotides et nucléotides-sucres est réalisée par CLHP de paire
d’ions. L'agent d’appariemment utilisé dans notre cas est le tétrabutylammonium bisulfate,
gui de par sa nature amphiphile, interagit, d’'une part, avec la silice hydrophobe (colonne C18)
et, d’autre part, avec les bases puriques et pyrimidiques hydrophiles. L'association des
molécules est donc due a des interactions électrostatiques et hydrophobes.

Les analyses ont été réalisées sur le systeme CLHP Waters, composé d’'un passeur
automatique (Wisp 712), une pompe a gradient basse pression (module 600E) et d'un
détecteur UV (Lambda-Max 481). La colonne Alltima C18 (taille des particules 3 um, 150
mm x 4,6 mm, Alltech) associée une pré-colonne (taille des particules 3 pum, 7,5 mm x 4,6
mm, Alltech) est utilisée pour effectuer la séparation des nucléotides et nucléotides-sucres. La
détection des molécules est réalisée a une longueur d’'onde de 254 nm. La colonne est placée
dans un four thermostaté a 40°C et les échantillons a analyser sont placés a 4°C.

Deux tampons ont été utilisés pour le gradient : le tampon A (tampon phosphate 0,1 M
(Fluka) contenant 8 mM de tétrabutylammonium bisulfate (Sigma), pH6) et le tampon
B (tampon A + 30% de méthanol (Carlo-Erba) (vol/vol), pH6). Les tampons sont préparés
extemporanément, filtrés sur des filtres 0,2 pum avant chaque analyse chromatographique. Ces
tampons sont également dégazeés avec de I'hélium. Le gradient utilisé est le suivant : 100% de
tampon A pendant 5 minutes, puis un gradient linéaire de tampon B de 0 a 77 % pendant 27
minutes. Un gradient linéaire de tampon B de 77% a 100% est ensuite appliqué pendant 5
minutes, suivi d’'un maintien a 77% de tampon B durant 5 minutes. 0% de tampon B sont

maintenus durant 1 minute, puis 100% de tampon A durant 10 minutes. La vitesse
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d’écoulement est fixée a 1 mL/min. La durée d'une analyse chromatographique est de 47
minutes.

Avant chaque analyse sont injectés 30 pL d’'une solution de mélange standard (20 uM
de chaque molécule, 600 pmol injectées). Ce mélange se compose de treize molécules
(Sigma) : adénosine 5-monophosphate (AMP) sodique, adénosine 5’-diphosphate (ADP)
sodique, adénosine 5'-triphosphate (ATP) disodique, cytidine 5'-triphosphate (CTP)
disodique, guanosine 5’-diphosphate (GDP) sodique, guanosine 5'-triphosphate (GTP)
sodique, guanosine 5’-diphosphatenannose (GDP-Man) sodique, uridine 5’-diphosphate
(UDP) sodique, uridine 5'-triphosphate (UTP) trisodique, uridine 5’-diphospblacose
(UDP-GIc) disodique, uridine 5’-diphospimegalactose (UDP-Gal) disodique, uridine 5'-
diphosphoN- acétylb-glucosamine (UDP-GIcNACc) sodique, uridine 5’-diphospoacétyl-
D-galactosamine (UDP-GalNAc) disodique.

Lorsque la série d’analyse est terminée, la colonne est lavée durant 30 minutes avec de
'eau puis durant 15 minutes avec un mélange eau/méthanol (50/50, vol/vol). Lorsqu'elle

n'est pas utilisée, la colonne est stockée dans le mélange eau/méthanol (50/50, vol/vol).
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Chapitre ITI

INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE SUR
LA MACROHETEROGENEITE DE LA GLYCOSYLATION DE L'TFN-y
AU COURS DE CULTURES DISCONTINUES DE CELLULES CHO
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CHAPITRE TIII. INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE SUR LA
MACROHETEROGENEITE DE LA GLYCOSYLATION DE LTFN-y AU COURS DE
CULTURES DISCONTINUES DE CELLULES CHO

Les cellules CHO constituent un héte privilégié pour la production de glycoprotéines a
visée thérapeutique. En effet, celles-ci sont dotées d’'une machinerie cellulaire leur permettant
de réaliser des modifications post-traductionnelles trés proches de celles retrouvées sur les
protéines humaines naturelles, et tout particulierement la N-glycosylation.

La glycoprotéine modéle de notre étude est I'NFhsmain recombinant. Cette
cytokine possede deux sites potentiels de N-glycosylation. La variation d’'occupation des sites
de glycosylation correspond a la macrohétérogénéité de la glycosylation. Dans le cas de
'IFN-y, la protéine peut ainsi étre glycosylée sur deux sites (glycoforme 2N), un site
(glycoforme 1N) ou aucun site (glycoforme ON). Or, au cours d’'un procédé de culture en
mode discontinu, la macrohétérogénéité de la glycosylation de YIRNnain recombinant,
produit par des cellules CHO, varie au cours du temps. En effet, en début de culture, la
proportion de molécules glycosylées sur deux sites est généralement de 60-70%, environ 30%
de I'lFN-y sont monoglycosylés, et environ 10% d’Ilghhe sont pas glycosylés. Lorsque les
cellules sont en phase exponentielle de croissance, 40 a 50% des moléculgspiid&iNtes
sont totalement glycosylés, alors que 30 a 40% sont glycosylés sur un site et que 20 a 30%
sont non glycosylés (Curlingt al, 1990; Hayteret al, 1991, 1992; Castret al 1995;
Lamotte, 1997; Xieet al, 1997; Goldman et g11998; Yuk et Wang, 2002).

D’un point de vue industriel, il est essentiel de produire, tout au long du procédé, une
glycoprotéine de qualité constante, c’est-a-dire un meélange de glycoformes dans des
proportions identiques. De plus, la présence des chaines N-glycanniques revét une importance
capitale pour I'activité biologique de certaines glycoprotéines (Jenkins et Curling, 1994 ;
Cumming, 1991). Bien que I'lFN-soit actif sous forme non glycosylée, sa glycosylation
favorise sa dimérisation, sa sécrétion (Sareraval, 1994), sa résistance aux protéases
(Sarenevat al, 1995) et sa demie-vie circulatoire (Sarenetval,, 1994). Ainsi, 'lFNy non
glycosylé présente des atouts biologiques moindres.

De fagon a produire un IFM-humain recombinant présentant un profil de
glycosylation constant au cours d’une culture discontinue de cellules CHO, il est nécessaire

d’identifier les facteurs susceptibles d’influencer la glycosylation, ainsi que les mécanismes
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biochimiques mis en jeu dans ce processus. La glycosylation peut étre influencée par
I'environnement extracellulaire (Goochee et Monica, 1990), et en particulier la composition
du milieu de culture (Nybergt al, 1999; Castret al, 1995; Jenkins et Curling, 1994). Les
conditions de culture peuvent modifier le métabolisme cellulaire, et par conséquent affecter le
processus de glycosylation intracellulaire. Bien que la glycosylation des protéines ait fait
'objet de nombreux travaux ces dernieres années, peu de données sont actuellement
disponibles quant au suivi, au cours du temps, de I'évolution de la macrohétérogénéité de la
glycosylation des glycoprotéines recombinantes. De plus, dans le cas dg, ll#sNsauses de
I’évolution de la variation d’occupation des sites de glycosylation de Kipkéduit au cours

d’une culture discontinue de cellules CHO n’ont, jusqu’a présent, jamais pu étre déterminées
avec certitude car les mécanismes cellulaires conduisant a la production de variants de
glycosylation pour une méme protéine demeurent a I’heure actuelle trés peu connus.

Ainsi, avant de procéder a l'analyse de différents précurseurs intracellulaires
impliqués dans le processus de N-glycosylation, I'influence de la composition du milieu de
culture sur la macrohétérogénéité de la glycosylation de KIENdans un premier temps, été
étudiée. Pour cela, des cultures discontinues de cellules CHO productricesy iffeNete
mises en oeuvre dans trois milieux de culture différents : le milieu RPMI sans sérum, le
milieu RPMI avec sérum (10%) et le milieu PF-BDM. La composition du milieu RPMI sans
sérum a été optimisée par Casebal (1992) et contient notamment de I'albumine, de
I'insuline, de la transferrine et des éléments minéraux. Le milieu PF-BDM est un milieu sans
sérum et sans protéines, beaucoup plus riche que le précédent, tant d’'un point de vue qualitatif
gue quantitatif (Schneider, 1989). Ce milieu contient en particulier des vitamines, des
cofacteurs, des précurseurs de nucléotides et des éléments minéraux. Au regard de la
composition de chaque milieu de culture, un classement peut étre établi dans la richesse de la
composition des milieux de culture utilisés dans notre étude : le milieu PF-BDM est plus riche
que le milieu RPMI avec sérum, lui-méme plus riche que le milieu RPMI sans sérum
(Tableau 1.1 du chapitre 11).

L’étude physiologique et cinétique comparée des deux lignées cellulaires CHO C5 et
320 dans les différents milieux de cultures a été réalisée a travers le suivi de plusieurs
parametres, a savoir la croissance et le déces cellulaires, la productiony,d |&N-
consommation de substrats (glucose et glutamine) et la production de métabolites (lactate et

lons ammonium).
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1. Etude cinétique et physiologique des lignées CHO 320 et C5 cultivées en mode

discontinu dans différents milieux de culture

Deux lignées de cellules CHO productrices d’'lifNnt été utilisées pour réaliser notre
étude : la lignée CHO C5 et la lignée CHO 320. La lignée CHO 320 a été transfectée avec
'’ADNc codant I'lFN-y humain. La lignée CHO C5 résulte de la transfection de la lignée
CHO 320 productrice d’'IFN-avec I'’ADNc codant unex2,6 sialyltransférase. Les deux
lignées ont été adaptées a la culture en suspension. Les lignées cellulaires ont été propagées
en flacons agités avant de réaliser les cultures en bioréacteurs de 4 L dans les différents

milieux de culture.

1.1 Cinétique de croissance et de déces cellulaires

1.1.1 Densité cellulaire

L’évolution des concentrations en cellules viables et en cellules mortes, au cours des
cultures discontinues, est présentée sur la figure Ill.1. La densité d’ensemencement de
chacune des quatre cultures est voisine de 2elldles/mL.

En milieu RPMI sans sérum, la densité cellulaire maximale est atteinte aprés 70 heures
de culture (5,6.10cellules/mL) alors que la viabilité cellulaire diminue de 50% aprés 80
heures de culture. En présence de sérum, la densité cellulaire maximale est plus élevée
(8.1C cellules/mL) et est atteinte plus tardivement, au bout de 105 heures de culture. La phase
de latence est plus longue (40 heures) dans cette culture, ce qui retarde la concentration
cellulaire maximale et prolonge ainsi la durée de la culture. C’est avec le milieu PF-BDM que
la densité cellulaire maximale est la plus importante, en particulier avec la lignée CHO 320
(9,2.10 cellules/mL). De méme, la densité cellulaire atteint 7cBllules/mL aprés 80 heures
de culture pour les cellules CHO C5, une valeur un peu plus élevée que lorsque ces mémes

cellules sont cultivées en milieu RPMI sans sérum.
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Figurelll.1l: Cinétique de croissance et de déces cellulaires et de production d’intgrééraours
de cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320 cultivees en milieu RPMI, avec et sans sérum, et
en milieu PF-BDM (cellules viablesQ, cellules mortes ®, IFN-y : A).

1.1.2 Vitesse spécifique de croissance cellulaire

En milieu RPMI sans sérum, la vitesse spécifique de croissance cellulaire maximale
Hmax €St de 0,028 haprés 24 heures de culture (figure 111.2). Lorsque la culture est effectuée
en présence de sérumyadest un peu plus élevée, et atteint 0,035aprés 52 heures de
culture. Ces valeurs sont comparables a celles que I'on peut trouver dans la littérature : la

lignée non recombinée CHO K1, de laquelle dérive la lignée CHO 320, présentgaude U
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Vitesse spécifique de croissance, h*

0,04 K' contre 0,022 th pour la lignée CHO 320 cultivée dans le méme milieu
(Leelavatcharamast al, 1994). En milieu PF-BDM, les vitesses spécifiques maximales de
croissance sont significativement augmentées, en particulier pour les cellules CHO C5.
En effet, [hax atteint une valeur de 0,038 faprés 26 heures de culture et 0,05dprés

30 heures de culture pour les cellules CHO 320 et C5 respectivement (figure 111.2).
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Figurelll.2: Vitesses spécifiques de croissance cellulaire et de production d’inteyfétooeurs des
cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320 cultivées en milieu RPMI, avec et sans sérum, et en
milieu PF-BDM.

1.2 Cinétique de production dTFN-y

La figure IIl.1 présente les résultats concernant la production dj/lBN-cours des
cultures discontinues effectuées dans les différents milieux de culture. La production

d’IFN-y recombinanest associée a la croissance. Les concentrations maximales gsdRiN-
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comparables en milieu RPMI avec et sans sérum, et voisines de 0,7 pg/mL en fin de culture.
La vitesse spécifigue maximale de production d’\fMst de 0,017 pg/20cellules/h

& 24 heures et de 0,01 pgltellules/h & 52 heures pour les cellules CHO C5 en milieu RPMI
sans sérum et les cellules CHO 320 en milieu RPMI avec sérum (figure I11.2).

En milieu PF-BDM, la production d’IFN-est augmentée d’un facteur 2 pour atteindre
des concentrations maximales proches de 1,4 pug/mL (figure 111.2). Les vitesses spécifiques
maximales de production d’'IFNsont fortement augmentées puisqu’elles sont multipliées par
un facteur 6,5 pour atteindre 0,075 ug/t@llules/h (48 heures) et 0,072 pg/bellules/h
(24 heures) pour les cellules CHO 320 et C5 respectivement (figure 111.2).

La relation entre la quantité d’IFjdproduit et la quantité de cellules, durant les quatre
cultures discontinues, est présentée sur la figure IIl.3. Le rendement de productioly d’IFN-
(Y \envceliue), €xprimé en pg/Tocellules, est plus important en milieu PF-BDM (0,2 & 0,25
1g/10 cellules) qu’en milieu RPMI, avec ou sans sérum (0,1 & 0,16 a3 ogthdes).
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Figure 111.3: Relation entre la croissance cellulaire et la concentration ery ttiMant les cultures
discontinues de cellules CHO C5 et 320, cultivées en milieu RPMI avec et sans sérum, et en milieu
PF-BDM.
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1.3 Cinétique de consommation de glucose et de production de lactate

1.3.1 Consommation du glucose

La concentration initiale en glucose est de 20 mM pour chacune des quatre cultures
discontinues. Le glucose constituant la principale source de carbone, sa concentration décroit
parallelement a la croissance cellulaire (figure Ill.4). En milieu RPMI avec et sans sérum,
le glucose n’est pas totalement consommé puisqu’en fin de culture, sa concentration est de
8 et 5 mM respectivement. Le glucose n’est donc pas limitant pour la croissance cellulaire.

Les vitesses spécifiques maximales de consommation du glucose (q glc) sont
identiques dans ces deux conditions (0,041 et 0,043 pmol YlcAlldles/h). En milieu
PF-BDM, le glucose est presque entierement consommeé puisque sa concentration en fin de
culture est de 1,8 et 3 mM pour les cellules CHO 320 et C5 respectivement. Les vitesses
spécifigues maximales de consommation du glucose sont proches de celles obtenues en milieu
RPMI, avec et sans sérum, puisquelles sont égales & 0,041 et 0,055 fielitl@s/h
respectivement. La croissance s’arréte alors que le glucose est encore présent dans le milieu

suggérant que ce substrat n’est pas limitant pour la croissance cellulaire.

1.3.2 Production de lactate

Le lactate provient de la conversion glycolytique du glucose (Zen et Deckwer, 1995).

Il est le produit de la réduction d’'une partie du pyruvate formé au cours de la glycolyse.
En milieu RPMI sans sérum, la concentration maximale en lactate est de 12 mM alors qu’en
présence de sérum, le lactate est produit a raison de 25 mM en fin de culture. En milieu
PF-BDM, les concentrations finales en lactate sont de 25 et 29 mM pour les cellules CHO 320
et C5 respectivement (figure 111.4).

Il semble difficile d’établir une relation entre la concentration en lactate et I'arrét de la
croissance cellulaire car la sensibilité des cellules a I'effet inhibiteur de croissance du lactate
varie en fonction de la lignée considérée et des conditions de culture utilisées. En effet, Hayter
et al (1991) ont montré que la croissance des cellules CHO pouvait étre inhibée par le lactate,
a des concentrations supérieures a 17,5 mM. Pour Schlaeger et Schumpp (1989), il faut des
concentrations en lactate bien plus élevées, voisines de 90 a 110 mM, pour diminuer de 50%

la croissance des cellules CHO. Goergeml (1992) ont montré que des concentrations en
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lactate de l'ordre de 50 mM ne produisaient pas d’effet toxique sur la croissance

d’hybridomes. Quant a Lao et Toth (1997), ils ont observé qu’une concentration en lactate de

30 mM n’a pas d’effet sur la vitesse spécifique de croissance des cellules CHO.
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Figure 111.4 : Cinétigues de consommation du glucose et de production du lactate au cours de
cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320 cultivées en milieu RPMI avec et sans sérum, et en

milieu PF-BDM. (glucose A, lactate A, cellules viables---

).

On peut également définir le rendement de conversion glycolytiqugdy exprimé

en moles de lactate produit par moles de glucose consommées. La valeur théorigue maximale

du rendement Yacqgc €St égale a 2, mais classiquement, le rendemerdgy atteint des

valeurs comprises entre 1,5 et 2. Dans nos conditions de culture, les rendements calculés Y

lacigic SONt de I'ordre de 1,6-1,8 mole/mole pour toutes les cultures a I'exception de la culture

réalisée en milieu RPMI sans sérum, pour laquelle le rendemegtYest plus faible et
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proche de 1 (figure II.5). Ainsi, seulement 50% du glucose est converti en lactate dans le cas
de la culture realisée en milieu RPMI sans sérum, alors que dans les autres conditions de
culture, 75% du substrat glucidique est converti en lactate. Ces résultats traduisent une faible
efficacité d'utilisation de la source énergétique que constitue le glucose. Le métabolisme des
cellules transformées est différent de celui des cellules primaires: en effet, les cellules
modifiees génétiguement montrent des flux glycolytique et glutaminolytique généralement
plus élevés que les cellules parentales. Il en résulte alors une production accrue de lactate et
d’ions ammonium (McKeehan, 1982). Les cellules animales transformées convertissent une
grande partie du glucose consommeé en lactate, ce qui apparait comme une utilisation peu
efficace de la source d’énergie disponible (Petch et Butler, 1994). Nitisdn(1992) ont

montré que les cellules animales ne sont pas limitées par la production d’énergie mais plutét
par le taux de biosynthese et ajustent leur métabolisme énergétique dans ce but. Par ailleurs,
'accumulation de lactate dans les lignées cellulaires pourrait étre liee a des déficiences
enzymatiques aux points de connexion entre la glycolyse et le cycle de Krebs au niveau du
complexe pyruvate deshydrogénase, de la phosphoénolpyruvate carboxykinase et de la
pyruvate carboxylase (Fitzpatriek al, 1993; Neermann et Wagner, 1996; Petch et Butler,
1994). Certaines de ces enzymes nécessitant de 'oxygene, il est intéressant de souligner que
les cellules cultivées en milieu RPMI avec sérum et en milieu PF-BDM proliféraient sous
forme d’agrégats. L’accumulation de lactate pourrait ainsi s’expliquer par des limitations en
oxygéne dans les agrégats cellulaires, favorisant la production de lactate a partir du glucose.
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Figurelll.5 : Rendements de conversion glucose-lactate¥) lors des cultures discontinues de
cellules CHO 320 et C5, cultivées en milieu RPMI avec et sans sérum, et en milieu PF-BDM.
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14 Cinétique de consommation de la glutamine et de production d'ions
ammonium

1.4.1 Consommation de la glutamine

La concentration initiale en glutamine dans le milieu de culture est de 4 mM.

Tout comme le glucose, sa concentration décroit parallelement a la croissance cellulaire
(figure I11.6). En milieu RPMI avec et sans sérum, la glutamine n’est pas totalement
consommeée, mais reste néanmoins faible en fin de culture (0,6 mM et 0,8 mM). Les vitesses
spécifigues maximales de consommation de la glutamine (q gln) sont proches de
0,06 pmol/18 cellules/h sans sérum et 0,035 umol/tellules/h en présence de sérum.

En revanche, la glutamine est totalement consommée en milieu PF-BDM. L’'annulation de la
concentration en glutamine coincide avec l'arrét de la croissance cellulaire, suggérant que cet
acide aminé est susceptible d’étre limitant pour la croissance cellulaire dans ce milieu de
culture. Quant aux vitesses spécifiques maximales de consommation de la glutamine, elles
sont de l'ordre de 0,08 et 0,1 pmofi16ellules’/h pour les cellules CHO 320 et C5

respectivement.

1.4.2 Production d'ions ammonium

Les ions ammonium s’accumulent au cours de la culture et leurs concentrations, en fin
de culture, sont comparables, quel que soit le milieu de culture considére, puisqu’elles sont
comprises entre 3,5 et 4 mM (figure 111.6). Cette accumulation peut avoir un impact négatif
sur la croissance cellulaire, en modifiant notamment le pH intracellulaire (Martinelle et
Haggstrom, 1993). Cependant, il semble que l'effet inhibiteur des ions ammonium sur la
croissance cellulaire se manifeste pour concentrations supérieures a celles que nous mesurons
dans notre étude. En effet, Haytdral (1991) ont montré que les ions ammonium étaient
susceptibles d’'inhiber la croissance des cellules CHO 320 pour des concentrations supérieures
a 4,5 mM. Schlaeger et Schumpp (1989) ont également observé une réduction de 50% de la
croissance des cellules CHO, mais lorsque les ions ammmonium atteignent des concentrations
de l'ordre de 8 4 10 mM.
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Figure I11.6: Cinétiques de consommation de la glutamine et de production d’'ions ammonium au
cours de cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320, cultivées en milieu RPMI avec et sans
sérum, et en milieu PF-BDM (glutamine®; ions ammonium < , cellules viables-:--- ).

D’autre part, le rendement de conversion de moles d’'ions ammonium produites par
moles de glutamine consommeées (¥aqn) €st proche de 1, quelle que soit la culture
considérée (figure II.7). La valeur théorigue maximale du rendemg b est égale a 1,

mais généralement, le rendemenin¥gin €st voisin de valeurs comprises entre 0,5 et 1.
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Figurelll.7 : Rendements de conversion glutamine-ions ammoniumyg¥n) lors des cultures
discontinues de cellules CHO C5 et 320, cultivées en milieu RPMI avec et sans sérum, et en milieu
PF-BDM.

2. Macrohétérogénéité de la glycosylation de I'interféron-y

L’IFN-y humain posséde deux sites potentiels de N-glycosylation, localisés au niveau
des résidus Asn 25 et 97. Ainsi, la protéine peut étre glycosylée sur deux sites (glycoforme
2N), un site (glycoforme 1N) ou aucun site (glycoforme ON) (Rinderknetclad, 1994).

Dans le cas de la glycoforme 1N, c’est 'Asn 25 qui est glycosylée dans 90% des cas,
probablement parce que I’Asn 97 présente un encombrement stérique moins favorable a la
fixation d’'une structure glycanniqgue (James et E#)95).

La variation d’occupation des sites de glycosylation de I'VFfracrohétérogénéite)
peut étre mise en évidence par électrophorése capillaire (Lamotte, 1997 efainek094),
mais également par électrophorese sur gel (Lamotte, 1997). Par ailleurs, les différentes
glycoformes de I'lFNy peuvent étre séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en
conditions non dénaturantes puis révélées a 'aide d’anticorps spécifiques{Mb|2003).

Cette méthode est sensible puisque le seuil de détection de I'ordre du nanogramme. De plus,
elle ne nécessite aucund’étape préalable de purification de la glycoprotéine.
La macrohétérogénéité de la glycosylation de I'iFld-été caractérisée par cette méthode

durant notre étude. Les trois glycoformes de I'NsNvisualisées au cours d'une culture
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discontinue de cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum, sont présentées sur la
figure 111.8. La glycoforme 2N correspond a une masse de 23-27 kDa, la glycoforme 1N a 19-
21 kDa et la glycoforme ON a 15-17 kDa. La présence de bandes plus ou moins larges pour
une méme glycoforme peut étre attribuée a la variation de la structure des glycannes fixés sur
un méme site (microhétérogénéité). Sur la piste correspondant &ylstddard, la bande de

35 kDa correspond a des diméres d'lifNt celle a 15 kDa correspond a des monomeres
d’IFN-y non glycosyléskn effet, le standard utilisé a été produit chez la badtgeli, hote

qui n'autorise pas la glycosylation des protéines.

Surnageants de culture
Marqueur  IFN-y
de taille standard IFN-y 2N &> B

(23-27 kDa)
35 kDa Asn 25 Asn 97
o5 KDa IFN-y 1IN ig

(19-21 kDa)

B>
- Asn 25

15 kDa s - e . .‘— IFN-y ON

(15-17 kDa) —_

Figurelll.8 : Visualisation par western-blot de la macrohétérogénéité de la glycosylation de
I'IFN-y humain recombinant produit au cours d'une culture discontinue de cellules CHO C5 cultivées
en milieu RPMI sans sérum.

Afin de s’assurer que les bandes détectées et visualisées sur le film photosensible
correspondent bien aux différentes glycoformes de I'Yfi-Nne digestion enzymatique par
une peptide-N-glycosidase (PNGase) a été réalisée sur les surnageants de culture de cellules
CHO. Cette enzyme permet de déglycosyler les glycoprotéines. Le résultat d’'un traitement a
la PNGase d’'un surnageant issu d’une culture de cellules CHO 320, cultivées en milieu RPMI
avec sérum, a été visualisé par western-blot chimiluminescent (figure 111.9). En présence de
PNGase, les bandes correspondant aux glycoformes 2N et 1N de/F€Nent plus visibles,
confirmant ainsi la spécificité de la détection réalisée par western-blot. Les trois bandes de 15
a 17 kDa, correspondant a la glycoforme ON, semblent témoigner de I'hétérogénéité de
structure de la chaine polypeptidique de I'liFNEn effet, Castraet al (1995) ont avance
I'hypothese d’'une dégradation de la protéine par I'attaque de protéases présentes initialement
dans le sérum. En outre, I'intégrité de la protéine pourrait également étre altérée suite a
I'action de protéases intra- ou extracellulaires synthétisées par les cellules (Gastlitek
1995b; Kratje et a) 1994).
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Témoin PNGase

IFN-y 2N
(25-27 kDa)

IFN-y 1N

(21 kDa)

IFN-y ON IFN-y ON
(17-15 kDa) (17-15 kDa)

Figurelll.9 : Visualisation par western-blot des différentes glycoformes de KFsant et aprés
digestion enzymatique de I'lFipar la PNGase.

L’analyse densitométrique des films photosensibles impressionnés permet de suivre,
au cours d'une culture, I'évolution de la proportion de chacune des trois glycoformes.
Ainsi, la macrohétérogénéité de la glycosylation de I'\FB-été caractérisée au cours de
cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320, cultivées dans différents milieux de culture,
a savoir le milieu RPMI avec et sans sérum, et le milieu PF-BDM. Les résultats obtenus sont
présentés sur la figure 111.10.

Pour chacune des cultures, on distingue la présence des trois glycoformes dge I'lFN-
En milieu RPMI sans sérum, la glycoforme 2N est présente majoritairement tout au long de la
culture. En début de culture, 60% de I'lfNsont doublement glycosylés, 25% sont mono-
glycosylés et 10% sont non glycosylés. Toutefois, ce profil de glycosylation évolue au bout
d’environ 40 heures de culture, vers une diminution du pourcentage de glycoformes 2N au
profit d’'une augmentation du pourcentage de glycoformes ON. Ceci se traduit par des
proportions de I'ordre de 45% (2N), 30% (1N) et 35% (ON) en fin de culture.

La présence de sérum dans le milieu de culture RPMI n'empéche pas le phénoméne de
sous-glycosylation observé en milieu RPMI sans sérum. En effet, au bout d’environ 50 heures
de culture, une chute de la proportion de glycoformes 2N se produit également puisque d’'une
proportion de 72% en début de culture, elle chute a 38% en fin de culture. De facon
concommittante, on observe une augmentation des proportions y'lffNRO- et non
glycosylé, qui atteignent respectivement 29% et 32% en fin de culture. Ces résultats
corroborent ceux obtenus par Lamotte (1997).

En revanche, lorsque les cellules CHO C5 et 320 sont cultivées dans le milieu
PF-BDM, le profil de glycosylation de I'lFN-demeure constant tout au long de la culture
discontinue. Les proportions des glycoformes 2N, 1N et ON sont comparables dans les deux

cultures et sont maintenues respectivement a des valeurs voisines de 65%, 10% et 25%.
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Figure I11.10 : Evolution de la macrohétérogénéité de la glycosylation de l'interféemncours de
cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320, cultivées en milieu RPMI, avec et sans sérum, et en
milieu PF-BDM (IFNy biglycosylé : @, IFN-y monoglycosylé :0, IFN-y non glycosylé: x,
concentration en cellules viables: ).

3. Discussion

La macrohétérogénéité de la glycosylation de I'NFNumain recombinant n’est pas
constante au cours d’une culture discontinue de cellules CHO. En effet, la proportion de
molécules glycosylées sur deux sites chute en milieu RPMI sans sérum, aprés environ
40 heures de culture, alors que les cellules ont atteint leur vitesse spécifigue maximale de
croissance. La présence de sérum dans le milieu de culture (10%) n’empéche pas la
diminution de l'occupation des sites de glycosylation de la protéine recombinante.

Ces résultats confirment ainsi les travaux antérieurs réalisés au laboratoire (Lamotte, 1997).
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La variation de la glycosylation intervient exclusivement durant la phase de
croissance. Or, les concentrations de plusieurs éléments nutritifs et métabolites évoluent au
cours de cette période. Dans la mesure ou les conditions de culture peuvent influer sur le
métabolisme cellulaire et mener a des motifs de glycosylation différents (Maierella
1993; Goochee et Monica, 1990), il est fort probable que I'évolution de la composition du
milieu de culture, au cours de la phase de croissance, puisse étre la cause de la modification

de la distribution des glycoformes de I'lRN-

Les facteurs responsables du déclin de la glycosylation n'ont, jusqu’a présent, pas
clairement été identifiés. Néanmoins, des travaux ont été conduits pour expliquer la
diminution de la glycosylation, mais en particulier dans des conditions de limitation en
glucose. En effet, I'épuisement de cet élément nutritif pourrait influencer la synthése des
précurseurs oligosaccharidiques (dol-PP-oligosaccharides) en induisant une synthése de
glycannes tronqués (Chapman et Calhoun, 1988), expliquant alors la diminution de la
glycosylation par une diminution du transfert des structures glycanniques tronquées sur les
protéines en voie de synthése. Hayeal (1992) ont également montré que la proportion
d’IFN-y biglycosylé, produit par des cellules CHO 320, était inférieure lors d’'une culture
continue limitée en glucose en comparaison avec une culture discontinue. Dans notre cas,
pour les quatre cultures réalisées, la concentration initiale en glucose a été fixée a 20 mM, afin
de pallier une potentielle limitation en glucose. Lorsque la glycosylation de yI@iNinue
en milieu RPMI sans sérum, apres environ 40 heures de culture, la concentration en glucose
dans le milieu extracellulaire est de I'ordre de 10-15 mM. Ainsi, ce substrat ne semble pas
étre limitant pour la croissance cellulaire ou pour la glycosylation. D’autres sucres ont été
ajoutés au milieu de culture afin de remédier a la diminution de la glycosylation, mais les
supplémentations en mannose (Gao et Lehrman, 2002; Kétaér 1998) ou en galactose

(Clark et al, 2005) n'ont pas eu d’effet sur la glycosylation.

Une limitation par d'autres constituants, tels la glutamine, pourrait également
expliquer la sous-glycosylation de I'lFiNebservée (Barnabé et Butler, 2000; Nybetral.,
1999). Cependant, au moment ou chute la glycosylation, la concentration en glutamine dans le
milieu de culture RPMI est voisine de 2 mM. On peut ainsi raisonnablement affirmer que la
glutamine ne constitue pas non plus un facteur qui serait limitant pour la croissance cellulaire

ou pour la glycosylation.
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Concernant les productions de métabolites toxiques, la concentration en lactate est de
10 mM lorsque le phénomene de sous-glycosylation est observé. Les différentes études
disponibles dans la littérature semblent indiquer que des concentrations supérieures en lactate,
comprises entre 17,5 et 110 mM en fonction de la lignée cellulaire étudiée, aient un effet
inhibiteur sur la croissance cellulaire. Ainsi, s’il est établi qu’une concentration en lactate de
10 mM n’est pas toxique pour la croissance cellulaire, rien n'a été montré a ce jour sur un
éventuel effet du lactate sur la glycosylation des protéines recombinantes produites par des
cellules CHO.

De nombreux travaux ont été menés quant a l'effet des ions ammonium sur la
microhétérogénéité de la glycosylation. Il apparait qu’une augmentation de la concentration
en ions ammonium modifie la microhétérogénéité de la glycosylation, en augmentant
notamment I'antennarité et en diminuant la sialylation des structures N-glycanniques (Yang et
Butler, 2000; Gawlitzelet al, 1995a, 1998; Andersen et Goochee, 1995; Maiorella, 1992;
Thorens et Vassalli, 1986; Zhangi al, 1998). En revanche, beaucoup moins de données
sont disponibles quant a I'effet potentiel des ions ammonium sur la macrohétérogénéité de la
glycosylation. La N-glycosylation du lactogene-I placentaire murin exprimé dans des cellules
CHO est inhibée lorsque les concentrations en chlorure d’ammoniumC(Niont
augmentées (Boryast al, 1994). Mais il est important de noter que ces auteurs induisent une
augmentation de la concentration en ions ammonium par ajout gl&l NtHes concentrations
tres élevees, généralement supérieures 15 mM. Or, de telles concentrations ne sont jamais
atteintes au cours de nos cultures. En effet, au moment ou chute la proportion de molécules
d’'IFN-y glycosylées sur deux sites, la concentration en ions ammonium est voisine de
1,5-2 mM. Ceci suggere ainsi que les ions ammonium produits en début de culture
discontinue ne sont pas responsables de la diminution de la glycosylation dg prBbuit

par des cellules CHO.

Il est intéressant de constater qu'en milieu PF-BDM, la macrohétérogénéité de la
glycosylation demeure constante tout au long du procédé. La production spécifiquey d’IFN-
est pourtant multipliée par un facteur 2 par rapport a la culture réalisée en milieu RPMI avec
ou sans sérum. Certains auteurs ont par ailleurs observé que la nature des glycannes d’une
protéine recombinante était indépendante de son taux de synthéset (khin 1993).

Les travaux de Lamotte (1997) confortent également cette hypothése, en montrant que des
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clones de cellules CHO possédant des taux d’expression g'fiffiérents présentent des
profils d’évolution de la macrohétérogénéité de la glycosylation comparables. Par conséquent,
la variation d’occupation des sites de glycosylation semble étre indépendante de I'expression
de I'lFN-y. On peut supposer que le milieu de culture PF-BDM, de par sa composition
extrémement riche et diversifiée, tant d’'un point de vue qualitatif que quantitatif, apporte des
éléments permettant d’assurer une glycosylation efficace.

La supplémentation en sérum n'empéche pas la diminution de la sous-glycosylation,
suggérant que des constituants additionnels apportés par le milieu PF-BDM sont absents ou
présents en trop faible quantité dans le sérum. Ceci se Vvérifie, en outre, par la comparaison
des compositions du milieu PF-BDM et d’'un lot sérum de veau foetal, présentées dans le
tableau 1.1 du chapitre Il. D’autre part, il a été montré que le sérum pouvait influencer la
microhétérogénéité de la glycosylation de I'lifNtamotte, 1997; Gawlitzekt al, 1995a).

En effet, en présence de sérum, les structures glycanniques peuvent étre tronquées, et ceci
peut étre attribué a la présence de glycosidases, relarguées dans le milieu de culture suite au
déces cellulaire (Gramer et Goochee, 1993). De plus, les travaux de ldbakgd995) ont

montré, par analyse en spectrométrie de masse, que la nature des glycannes yle I'IFN-
excrété, lors de cultures discontinues de cellules CHO, pouvait étre modifiée au cours de la
phase de décés cellulaire. Néanmoins, un rble inhibiteur de la glycosylation ne peut étre
attribué a la présence de sérum, puisque la diminution de la glycosylation est également

observée en absence de sérum dans notre étude.

L’hypothése d'une dégradation protéolytique de I'lifsemble également pouvoir
étre écartée. En effet, Goldman al (1997) ont caractérisé par spectrométrie de masse la
séquence polypeptidique de I'lFNAumain recombinant produit par des cellules CHO 320 au
cours d'une culture discontinue en milieu RPMI sans sérum. Deés le début de la culture,
I'IFN-y comportant 143 acides aminés n’est jamais produit, mais les auteurs détectent une
protéine amputée de 10 acides aminés, résultant d’'un clivage entre la glutamine 133 et la
méthionine 134, ces deux acides aminés étant situés du c6té C-terminal de la protéine.
Les sites de glycosylation de I'lFilétant localisés au niveau des résidus Asn 25 et 97, cette
dégradation protéolytique ne semble pas pouvoir expliquer la diminution de la glycosylation
de I'IFN-y observée. De plus, les travaux de Meilsal (2005) ont montré que des cellules

CHO 320 productrices d’IFN-cultivées en milieu PF-BDM étaient, en partie, protégées
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contre une protéolyse extracellulaire, car elles expriment naturellement des inhibiteurs de

protéases tels les inhibiteurs de métalloprotéinases -1 et -2 et un inhibiteur du t-PA.

Ainsi, il semble gu'aucune des hypothéses évoquées précédemment ne soit
satisfaisante pour expliquer la diminution du pourcentage de glycoformes 2N dey lHRN-
début de cultures discontinues de cellules CHO. Le phénoméne de sous-glycosylation étant
essentiellement observé jusqu’alors dans le cas de la production dey,I'l&Npossibilité

d’une influence de cette cytokine sa propre glycosylation pourrait étre envisageée.

4. Influence de la supplémentation en IFN-y sur la glycosylation

Bien que peu d’études soient disponibles quant au suivi cinétique de I'évolution de la
macrohétérogénéité de la glycosylation des glycoprotéines recombinantes produites par des
cellules CHO au cours de cultures discontinues, la diminution de la glycosylation observée
dans le cas de I'lFN-ne semble pas étre un phénoméne récurrent.

En effet, le cas du t-PA peut s’avérer intéressant. Le t-PA de type Il posséde trois sites
potentiels de glycosylation. Au cours d'une culture discontinue de cellules CHO, la
proportion de chacune des glycoformes du t-PA demeure constante tout au long de la culture
et le pourcentage de molécules de t-PA glycosylées sur trois sites tend méme a augmenter
légerement en fin de culture (Andersstnal,, 2000). Ainsi, il apparait que le phénoméne de
diminution de la glycosylation observé dans le cas de IyAMe puisse étre généralisé a
toutes les glycoprotéines produites par des cellules animales. Au contraire, on peut se
demander si ce phénomeéne ne serait pas restreint ay'liNnéme et I'on peut s’interroger
sur linfluence de cette cytokine sur sa propre synthése et sur sa glycosylation. Dans la
littérature, plusieurs auteurs évoquent l'influence potentielle inhibitrice de VIBENF sa
propre glycosylation, sans qu’aucune expérience ne confirme ou n’infirme cette hypothése.
Comme nous l'avons précisé dans la synthese bibliographique, y'IEN-une cytokine
impliquée dans de nombreuses réactions de médiation immunitaire et cellulaire et on peut
supposer que cette molécule est susceptible d’avoir une influence non négligeable sur le

métabolisme cellulaire.
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4.1 Influence de la supplémentation en IFN-y sur la croissance cellulaire

Avant de tester l'influence de I'lFM-sur la glycosylation, nous avons, dans un
premier temps, souhaité vérifier I'effet de la supplémentation enylBNF la croissance
cellulaire. Ainsi, différentes concentrations en IfFNMwumain commercial non glycosylé,
comprises entre 0 et 1 000 ng/mL, ont été ajoutées au milieu de culture et la croissance des
cellules CHO C5 a été suivie dans ces conditions. La croissance cellulaire a été évaluée en
micro-plaques de 96 puits par analyse d'images sur une période d’environ 150 heures.

L’évolution de la densité cellulaire en présence de différentes concentrations gn IFN-
est présentée sur la figure 1l1.11. Cette évolution est comparable dans les témoins et dans les
cultures supplémentées en IFNjuelles que soient les concentrations en yRdktées.

Les concentrations cellulaires maximales atteignent une valeur moyenne de
3,8.10 cellules/mL aprés 90 heures de culture. Il apparait ainsi que la supplémentation en

IFN-y, pour les concentrations testées dans ces essais, n'a aucune influence, ni sur la
croissance, ni sur le décés cellulaires.

45

4

Densité cellulaire, 10° cellules/mL

O T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

Temps, heures

Figurelll.11: Influence de la concentration en IgM:ommercial (0 & 1000 ng/mL) sur la croissance
des cellules CHO C5 (Témoin®}; Témoin 2 @) ; IFN 50 ng/mL Q) ; IFN 100 ng/mL &) ; IFN
250 ng/mL ) ; IFN 500 ng/mL #) ; IFN 1000 ng/mLI ).

Ces résultats sont néanmoins contradictoires a ceux couramment retrouvés dans la

littérature puisque I'effet inhibiteur de I'IFM-sur la croissance cellulaire semble étre

clairement établi. Takamat®i al (2003) ont montré que I'lFN-glycosylé humain naturel,
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ou produit a partir de cellules CHO, avait une activité antiproliférative marquée pour des
concentrations supérieures a 0,1 ng/mL. De plus, IyHbtoduit dans les cellules CHO
présente une activité supérieure a celle de I'fFhamain naturel. Au contraire, I'lFM-
produit chezE. coli est celui qui possede I'activité antiproliférative la plus faible, puisqu’il
diminue significativement la croissance cellulaire pour des concentrations supérieures a
1 ng/mL. Il est intéressant de noter que les cellules utilisées pour réaliser les tests de
cytotoxicité sont des cellules humaines (adénocarcinomes du colon). L'absence d’activité
antiproliférative, dans notre cas, pourrait vraisemblablement s’expliquer par l'utilisation de
cellules CHO, dépourvues de récepteurs spécifiques de YIRtmain (Junget al, 1990;

Jung et al 1987).

4.2 Influence de la supplémentation en IFN-y sur la vitesse spécifique de

synthese des dol-PP-oligosaccharides et des glycoprotéines

4.2.1 Supplémentation en IFN-y par dilution du milieu de culture

avec du milieu de culture usagé riche en IFN-y

Pour ces premiers essais, des cultures de cellules CHO Pro-5, non productrices d’'une
protéine recombinante, cultivées en présence de sérum, ont été supplémentées par un milieu
de culture épuisé contenant de I'lffNUne expérience similaire a été réalisée en utilisant des
cellules CHO C5, productrices d’IFN- etadaptées a la culture en suspension.
Ainsi, l'influence de la supplémentation en IFNa été testée sur deux lignées cellulaires,

présentant des caractéristiques différentes.

4.2.1.1 Supplémentation en IFN-y sur des cultures de cellules

non productrices d'une protéine recombinante

Sachant qu’il est reporté dans la littérature que I'NFBist susceptible d’avoir un effet
inhibiteur sur la synthese protéique (Tomlinson, 1991), nous avons testé I'impact de la
supplémentation en IFM-sur I'incorporation de [2H] mannose. Ceci offre I'avantage de
pouvoir déterminer linfluence de I'IFN-sur les vitesses spécifiques de synthése des

glycoprotéines neosynthétisées, des dol-PP-oligosaccharides ainsi que du dol-P-Man. Il est
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important de noter que [utilisation des marquages métaboliques radioactifs permet
d’apprécier des vitesses spécifiques de synthese en dpm/cellules/h puisqu’'une quantité de

radioactivité incorporée (dpm) par quantité de cellules et par heure de marquage est mesurée.

Les premiers essais ont été effectués sur des cellules CHO Pro-5, cultivées dans le
milieu D-MEM supplémenté par 10% de sérum (milieu neuf). Le milieu « riche ety #;N-
utilisé dans nos expériences, est un milieu prélevé a la fin d’'une culture discontinue de
cellules CHO C5. La concentration en Ifg+ésente dans le milieu de culture épuise,
déterminée par test ELISA, est de 450 ng/mL. Les cellules CHO Pro-8 ¢2liL0es /essai)
ont été incubées en flacons de Roux, durant 16 heures, dans un milieu de culture contenant
diverses proportions de milieu neuf et de milieu épuisé «riche » ey :IENO% de milieu
neuf (essai 1), 75% de milieu neuf et 25% de milieu riche enylgsdit 112,5 ng/mL d’IFN-
y) (essai 2) 50% de milieu neuf et 50% de milieu riche en {225 ng/mL d'IFNy) (essai
3) ainsi quel00% de milieu riche en IFM{450 ng/mLd’IFN-y) (essai 4)Apres incubation
dans ces différents milieux de culture, les vitesses spécifiques de synthese des précurseurs
oligosaccharidiques, des glycoprotéines et du dol-P-Man ont été déterminées apreés un

marquage au [3H] mannose suivi d’une extraction séquentielle des intermédiaires lipidiques.

Dans l'essai 4, lorsque les cellules CHO Pro-5 sont incubées en présence de 100% de
milieu épuisé «riche » en IFN{450 ng/mL d’IFNy), la vitesse spécifique de synthese des
glycoprotéines est augmentée d’'un facteur 3 par rapport au témoin (figure 111.12). Pour des
concentrations en IFN-inférieures (essais 1 a 3), la vitesse spécifique de synthese des
glycoprotéines est relativement constante, ce qui semble indiquer quey ldfeNté n'a pas
d’effet a ces concentrations. Bien que la vitesse spécifique de synthese des glycoprotéines soit
augmentée de facon significative a la plus forte concentration ey tEstée, il semblerait
gue les vitesses de synthese des dol-PP-oligosaccharides et du dol-P-Man soient également

induites en présence d’lIFjJ-mais dans une moindre mesure.
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Figurelll.12 : Influence de la supplémentation en IlgNcontenu dans un milieu de culture épuisé,
sur les vitesses spécifiques de synthese des glycoprotdines (), des dol-PP-oligosacehariaks (
dol-P-Man @ ). Les cellules CHO Pro-5 (Ztellules), non productrices d’une protéine recombinante,
ont été incubées durant 16 heures en présence de différentes concentrationg en IFN-

4.2.1.2 Supplémentation en IFN-y sur des cultures de cellules CHO
productrices dTFN-y

L’objectif est ici de confirmer I'effet positif de la supplémentation en Vb la
vitesse spécifique de synthése des glycoprotéines, en utilisant une autre lignée CHO, les
cellules CHO C5, elles-mémes productrices d’NzN-

Tout comme dans I'expérience précédente, les cellules CHO C8 ¢gltiles /essai)
ont été incubées, pendant 16 heures, dans un milieu de culture contenant diverses proportions
de milieu neuf et de milieu épuisé riche en ¥N100% de milieu neuf (essai 1), 75% de
milieu neuf et 25% de milieu riche en IRNessaR), 50% de milieu neuf et 50% de milieu
riche en IFNy (essai3), 100% de milieu riche en IFN{essa#). Les concentrations en IFN-
y sont identiques a celles testées précédemment. Apres incubation dans ces différents milieux
de culture, les Vvitesses spécifiques de synthése des dol-PP-oligosaccharides, des
glycoprotéines et du dol-P-Man ont été déterminées aprés un marquagé-éumn@anose

suivi d’'une extraction séquentielle des intermédiaires lipidiques.
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L’incubation des cellules CHO C5 en présence de 100% de milieu épuisé et riche en
IFN-y (450 ng/mL d’IFN-y) induit une augmentation d’un facteur 3 de la vitesse de synthése
des glycoprotéines par rapport au témoin (figure 111.13). Pour une concentration grdé~N-
225 ng/mL, la vitesse de synthése des glycoprotéines est augmentée d’'un facteur 2 alors
gu’'un ajout d’'IFNy a une concentration de 112,5 ng/mL ne semble pas avoir d’effet sur la
vitesse spécifique de synthése des glycoprotéines. Comme lors de la supplémentation des
cultures de cellules CHO non productrices d'une protéine recombinante, les vitesses
spécifiqgues de synthése des dol-PP-oligosaccharides et du dol-P-Man augmentent Iégérement
avec la concentration en IFj-mais de facon bien moins prononcée que dans le cas des

glycoprotéines.
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Figure I11.13 : Influence de la supplémentation en IFNzontenu dans un milieu de culture épuisé,
sur les vitesses spécifiques de synthése des glycoprot@ines (), des dol-PP-oligosacshantidhs (
dol-P-Man @ ). Les cellules CHO C5 (2%1¢ellules/essai), productrices d’IFj\-ont été incubées
durant 16 heures en présence de différentes concentrations gn IFN-

Les expériences de supplémentation en yFidalisées avec les lignées cellulaires
CHO Pro-5, non productrices d’'une protéine recombinante, et les cellules CHO C5,
productrices d’IFNy, révelent que Il'ajout d’'IFN+ induit significativement la vitesse
spécifiqgue de synthese des glycoprotéines, sans pour autant induire les vitesses de synthése

des dol-PP- oligosaccharides de facon aussi prononcée. Cependany #j6iNé est issu
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d’'un milieu de culture épuisé, obtenu a la fin d’'une culture discontinue de cellules CHO
productrices d’'IFNy. Ainsi, ce milieu peut contenir des métabolites toxiques (lactate, ions
ammonium...) ou des enzymes protéolytiques, susceptibles d’interférer avec I'étude de
'influence de la supplémentation en IFN-Nous proposons donc d’ajouter de I'IRN-

commercial au milieu de culture dans les études suivantes.

4.2.2 Supplémentation en IFN-y commercial a différentes

concentrations

4.2.2.1 Influence de la supplémentation en IFN-y ajouté a une

concentration de 500 ng/mL

Afin de confirmer l'effet potentiel de la supplémenation en KFNur la vitesse
spécifique de synthése des glycoprotéines, la supplémentation est effectuée a l'aide d’IFN-

pur commercial, produit chez. Eoli et par conséquent non glycosylé.

Les cellules CHO C5 productrices d'IFN¢2.10 cellules/essai) ont été incubées
durant 16 heures dans le milieu RPMI sans sérum (témoin) ainsi que dans le milieu RPMI
supplémenté en IFN-commercial (500 ng/mL). Aprés un marquage adHP-mannose,
les intermédiaires lipidiques ont été extraits suivant le protocole de Cacan et Verbert (1995),
et les vitesses spécifiques de synthese des dol-PP-oligosaccharides, des glycoprotéines et du

dol-P-Man ont été déterminées.

L'influence de la supplémentation en IRNsur les vitesses spécifiques de synthése
des glycoprotéines, des dol-PP-oligosaccharides et du dol-P-Man est présentée sur la figure
[11.14. En présence d’'IFN-commercial, la vitesse spécifique de synthése des glycoprotéines
est augmentée d'un facteur 2,5 par rapport au témoin (figure I11.14). Quant a la vitesse
spécifiqgue de synthése des dol-PP-oligosaccharides, elle ne semble pas étre influencée par la
supplémentation en IFM-puisqu’elle reste identique a celle mesurée en absence de

supplémentation en IFM-
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Figurelll.14 : Influence de la supplémentation en IFNB00 ng/mL) sur les vitesses spécifiques de
synthése des glycoprotéinem (), des dol-PP-oligosacchamides qu dol-P-Man @ ). Les cellules
CHO C5 (2.18 cellules/essai), productrices d’IRjent été incubées durant 16 heures en présence de
500 ng/mL d’IFNy commercial.

L’ensemble de ces résultats confirment la reproductibilité des expériences puisque
I'effet de I'lFN-y sur la vitesse spécifique de synthese des glycoprotéines se révéle par
I'utilisation de deux lignées différentes de cellules CHO, les cellules Pro-5, non productrices
de protéine recombinante, et les cellules C5, productrices ¢IlEM-peut ainsi supposer que
'augmentation de la vitesse spécifique de synthese des glycoprotéines mesurée avec les
cellules CHO Pro-5 et C5 est bien due a I'ajout d’Nsuisqu’un phénomene identique a été
observé lors de la supplémentation en fdbmmercial et lorsqu’il apporté par un milieu de

culture épuisé riche en IFN-

4.2.2.2 Influence de la concentration en IFN-y commercial, ajouté a

des concentrations comprises entre O et 1 000 ng/mL

Au cours des expériences précédentes, [yFBBmmercial a été ajouté a une
concentration fixe, & savoir 500 ng/mL. Dans un second temps, nous avons étudié l'influence
de la supplémentation en IRN-ajouté a différentes concentrations, sur les vitesses

spécifiqgues de synthése des protéines et des glycoprotéines.
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Les cellules CHO C5 (5.2@ellules /essai) ont été incubées durant 16 heures en
micro-plaques de 96 puits. L'IFM-a été ajouté, dans le milieu de culture, aux
concentrations suivantes : 0, 10, 50, 100, 250, 500 et 1000 ng/mL. Aprés marquagé$] au [2-
mannose et a 1a835] méthionine, les glycoprotéines marquées ont été récupérées par une
précipitation a 'ATCA/PTA, puis la radioactivité présente sur les membranes en fibre de

verre a été mesurée.

L’influence de la supplémentation en IRNajouté a différentes concentrations, sur les
vitesses spécifigues de synthese des glycoprotéines et des protéines néosynthétisées est
présentée sur la figure I11.15. L'ajout d’IFNen concentrations croissantes, comprises entre 0
et 500 ng/mL, induit une augmentation de la vitesse de synthese des glycoprotéines.
L’augmentation devient particulierement significative a partir d’'une concentration ey IFN-
égale a 100 ng/mL. Au-dela de 500 ng/mL, la vitesse spécifigue de synthese des
glycoprotéines est diminuée, probablement en raison de I'effet toxique deyl’'EEiNee qui
concerne la vitesse spécifiqgue de synthése des protéines, elle ne semble pas étre influencée de
fagcon majeure par la supplémentation en iFNa supplémentation en IFiNsemble donc
avoir un effet significatif et dépendant de la dose ajoutée sur la vitesse de synthése des
glycoprotéines, mais ne semble pas influencer la vitesse de synthese des protéines. Ces

résultats suggérent ainsi que I'llNx une influence sur la glycosylation.
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Figurelll.15 : Influence de la supplémentation en IfMemmercial, ajouté a différentes
concentrations, sur les vitesses spécifiques de synthése des glycoprotéines néosynthétisées ( ) et des
protéines néosynthétiséem |.

4.2.3 Influence de la durée d'incubation des cellules en présence de
500 ng/mL d'IFN-y commercial sur les vitesses spécifiques de

synthese des glycoprotéines

Dans un troisieme temps, nous avons cherché a déterminer si I'action dg EtaNI-
immédiate. Pour cela, les cellules CHO C5 ont été incubées en présence de 500 ng/mL en

plaques 6 puits durant une période variant de 1 a 48 heures.

Aprés marquage des cellules (5.1@ellules/essai) au [3H] mannose, les
glycoprotéines ont été récupérées par précipitation & 'ATCA/PTA et la radioactivité présente

sur les membranes en fibre de verre a été mesurée.

L’influence de la durée d’incubation des cellules, en présence de 500 ng/mLyg’'IFN-
sur les vitesses spécifiques de synthése des glycoprotéines est présentée sur la figure 111.16.
L’IFN-y ajouté a une concentration de 500 ng/mL augmente la vitesse spécifique de synthese
des glycoprotéines lorsque la durée d’incubation des cellules en présencey eiN-
supérieure a 13 heures. L'influence de I'llyNsur la vitesse de synthése spécifique des

glycoprotéines n’est donc pas immédiate. On peut supposer que ce laps de temps est
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nécessaire pour qu’un systeme de transduction du signal se mette en place. En effet, I'lFN-
est impliqgué dans de nombreuses réactions et les mécanismes moléculaires d’action de cette

cytokine sont complexes, car ils font appel a de nombreuses cascades de signaux de
transduction.
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Figure 111.16 : Influence de la durée d’incubation des cellules CHO en présence de 500 ng/mL
d’'IFN-y commercial sur les vitesses spécifiques de synthése des glycoprotéines néosynthétisées.

Afin de confirmer que l'augmentation de la vitesse spécifique de synthése des
glycoprotéines, au cours du temps, est bien due a la supplémentation gn dFdas
uniguement a la croissance cellulaire, nous avons mesuré simultanément les vitesses
spécifigues de synthese des glycoprotéines et des protéines, et la vitesse spécifique de

croissance cellulaire.

Entre O et 48 heures, la vitesse spécifique de croissance double quasiment dans chaque
essai, puisqu’elle atteint une valeur voisine de 0,0%&thbout de 48 heures (figure 111.17).
La vitesse spécifique de synthése des protéines augmente, quant a elle, d’'un facteur 2,5
environ. Une relation est donc observée entre la vitesse spécifique de synthése des protéines
et la croissance cellulaire.
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Figurelll.17 : Evolution de la vitesse spécifique de synthése des protéihgsef de la vitesse
spécifique de croissance cellulaire( ) durant I'incubation des cellules CHO C5 en présence de
500 ng/mL d’'IFNy commercial.

La vitesse spécifique de synthése des glycoprotéines augmente de facon beaucoup plus
importante, d’'un facteur 5 environ, puisqu’elle passe d’'une valeur initiale proche de 10 000
dpm a environ 120 000 dpm apres 48 heures d’incubation (figure 111.18). On peut ainsi en
conclure que I'augmentation de l'incorporation de la radioactivité dans les glycoprotéines est

bien due a l'effet de la supplémentation en N-N-
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Figure 111.18 : Evolution de la vitesse spécifique de synthése des glycoprot€hnes () et de la vitesse
spécifique de croissance cellulaire{ ) durant I'incubation des cellules CHO C5 en présence de
500 ng/mL d’IFNy commercial.
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4.3 Discussion

L’'ajout d’'IFN-y & une concentration de 450 ng/mL semble induire une augmentation
de la vitesse de synthese des glycoprotéines, chez les deux lignées CHO étudiées, une lignée
non productrice de protéine recombinante (CHO Pro-5) et une autre lignée, productrice
d’IFN-y (CHO C5).

L'influence de I'lFN+y est bien due a une stimulation de la glycosylation, et non a une
augmentation de la synthése protéique, puisque l'augmentation de la vitesse de synthese des
protéines est liée a 'augmentation du nombre de cellules. Les essais effectués en présence de
différentes concentrations en IRiNeomprises entre 0 et 1 pg/mL, révelent un mode d’action
de I'IFN-y dépendant de la concentration ajoutée sur 'augmentation de la vitesse spécifique
de synthése des glycoprotéines. Cette action n’est pas immédiate, puisque 'augmentation de
la vitesse de synthese des glycoprotéines ne se visualise qu’a partir de 13 heures d’incubation
des cellules en présence d’IfINEelui-ci augmente significativement la vitesse spécifique de
synthése des glycoprotéines, alors que les vitesses spécifiques de synthese des dol-PP-
oligosaccharides et du dol-P-Man ne sont que faiblement induites. Si les vitesses de synthese
des différents précurseurs impliqués dans le processus de glycosylation aboutissant a
I'élaboration du précurseur final de type @lanyGIcNAC, ne sont pas augmentées en
présence d'IFNt on peut envisager I'’hypothese d’'une stimulation par I'iFée la réaction
de transfert des dol-PP-oligosaccharides, cette réaction étant catalysée par I'OST.
Cette derniere, en présence d’ligNpourrait transférer davantage de MangGIcNACc, sur
les protéines en voie de synthese.

L’effet de I'lFN-y commercial sur la vitesse spécifique de synthése des glycoprotéines
se manifeste a partir d’'une concentration égale a 100 ng/mL. Dans le cas des cultures
discontinues réalisées en milieu RPMI avec et sans sérum, les concentrationsyesoiEN-
voisines de 250 a 300 ng/mL lorsque se produit la diminution du pourcentage de glycoformes
2N de I'IFN-y recombinant. Ainsi, contrairement a l'effet stimulateur de I'fNSur la
glycosylation mesuré dans ces derniéres expériences, c’est un phénomene de diminution de la
glycosylation qui est observé au cours des cultures discontinues de cellules CHO en milieu
RPMI avec et sans sérum. Si I'lRNRAduit bien une augmentation de la vitesse de synthése
des glycoprotéines, on peut supposer que, pour une raison encore inexpliquée, les précurseurs

oligosaccharidigues synthétisés ne soient pas transférés sur la chaine polypeptidiqgue de
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I'lFN-y, mais sur d’autres protéines au cours des cultures discontinues de cellules CHO en

bioréacteurs.

5. Conclusion du chapitre IIT

La diminution du pourcentage de glycoformes 2N de I'fFBlobserve lorsqu’il est
produit par des cellules CHO cultivées en milieu RPMI sans sérum. Cette diminution se
produit alors que les cellules sont en phase de croissance. La présence de sérum n'empéche
cependant pas la diminution de la glycosylation de I'IENLe suivi de I'évolution de la
consommation du glucose et de la glutamine révéle que ces deux substrats ne sont non pas
limitants pour la croissance cellulaire et la glycosylation. En ce qui concerne I'accumulation
des métabolites toxiques, comme le lactate ou les ions ammonium, ils sont produits a des
concentrations trop faibles pour pouvoir avoir une influence sur la glycosylation deyl'IFN-

Par ailleurs, nos résultats montrent I'absence d’effet inhibiteur de {IBNF la
croissance et la synthése protéique, mais, contrairement a ce qui était attendu, cette cytokine
semble stimuler la vitesse spécifique de synthese des glycoprotéines, sans pour autant
augmenter les vitesses spécifiques de synthese des dol-PP-oligosaccharides et du dol-P-Man.
A l'inverse des cultures effectuées en milieu RPMI avec et sans sérum, la macrohétérogénéité
de la glycosylation de I'lFNrdemeure constante lorsque les cellules CHO sont cultivées en
mode discontinu en milieu PF-BDM. Il apparait ainsi que la composition du milieu de culture
influence la variation d’occupation des sites de glycosylation de KMFNes parameétres
extracellulaires ne pouvant expliquer la diminution de la glycosylation observée en milieu
RPMI, nous proposons de suivre I'évolution des parametres intracellulaires, impliqués dans le
processus de glycosylation, au cours d’'une culture discontinue de cellules CHO productrices
d’IFN-y.
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CHAPITRE 1IV. LES PRECURSEURS OLIGOSACCHARIDIQUES ET LA
MACROHETEROGENEITE DE LA GLYCOSYLATION DE L'IFN-y

Les résultats précédents révelent que la diminution de l'occupation des sites de
glycosylation de I'lFNy se produit treés tét au cours d’une culture discontinue, lorsque les
cellules CHO sont encore en phase exponentielle de croissance, et dans des conditions ou le
glucose et la glutamine ne sont pas limitants pour la croissance cellulaire.

Outre linfluence des parametres extracellulaires sur la macrohétérogénéité de la
glycosylation, les facteurs intracellulaires peuvent également jouer un réle essentiel. En effet,
Chapman et Calhoun (1988) ont montré que des cellules CHO, cultivées dans des conditions
de limitation en glucose, synthétisent des glycannes tronqués, de tyMak@IcNAC,, au
lieu de GlgManysGIcNAC,. Bien que I'OST soit tout a fait capable de transférer des structures
glycanniques plus courtes sur les protéines en voie de synthése (Stoll, 1986), il semble que
cette enzyme transfere le précurseur sous sa formg&i§GICNAC, avec une efficacité
supérieure (Karaoglet al, 2001). Une hypothése découlant de ces quelques observations
pourrait consister a penser que, pour une raison encore indéterminée, les cellules CHO
synthétisent des structures glycanniques tronquées. Ayant moins d’affinité pour ces glycannes
tronqués, l'activité de 'OST en serait diminuée, et cette derniére transférerait dés lors une
quantité moindre de glycannes sur les protéines en voie de synthese.

Jusqu’a présent, aucune étude n’a caractérisé, au cours du temps, la structures des
glycannes des précurseurs oligosaccharidiques (dol-PP-oligosaccharides) du RE. Ainsi, nous
avons choisi de suivre I'évolution de la structure des glycannes associés aux dol-PP-
oligosaccharides au cours de cultures discontinues de cellules CHO, cultivées en milieu RPMI
sans sérum. En raison de la trés faible concentration en précurseurs oligosaccharidiques dans
les cellules, la technique d’analyse généralement utilisée consiste a effectuer un marquage
radioactif des précurseurs a l'aide de’f-mannose, suivi d’une extraction séquentielle
permettant de récupérer une fraction contenant les précurseurs oligosaccharidiques, d’'une
hydrolyse de ces précurseurs de maniere a éliminer la partie lipidique (dolichol) et conserver
uniquement les structures glycanniques marquées. Ces derniéres peuvent ensuite étre

caractérisées par analyse CLHP couplée a un détecteur de radioactivité.
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1. Mise au point de lanalyse qualitative des glycannes associés aux
dol-PP-oligosaccharides au cours de cultures discontinues de cellules CHO en

bioréacteurs

1.1 Principe du marquage au [2-*H] mannose

La biosynthese des glycoconjugués se fait par le transfert d’'unités saccharidiques, a
partir d’'un nucléotide-sucre, sur un accepteur. Ainsi, l'utilisation de monosaccharide
radioactif permet de marquer une variété de glycoconjugués (les intermédiaires lipidiques, les
N-glycannes, les O-glycannes, les glycolipides et les protéoglycannes) mais aussi les
oligosaccharides et les polysaccharides comme le glycogene. Il s’agit alors de bien choisir le
monosacharide radioactif de fagon a assurer un marquage qui soit le plus spécifique possible.
Le [2-H] mannose est l'isotope radioactif du mannose le plus couramment utilisé pour
marquer les N-glycannes des glycoprotéines, car les possibilités d’interconversion sont
restreintes a la formation de GDP-Fucose (figure 1V.1). Les autres réactions d’interconversion
se produisent par I'isomérisation du mannose-6-phosphate (Man-6-P) en fructose-6-phosphate
(Fru-6-P) : la formation d’'une cétone en position 2 conduit a la perte de I'hydrogéne marqué.

En conséquence, tous les sucres dérivant du Fru-6-P ne sont pas marqués.

Glc Man*

Milieu extracellulaire

Transporteur [
de glucose v
G

'

Glc-1-P «— Glc-6-P
i H,O*

Transporteur
de mannose Cytoplasme

1
1
1
1
1
v
Ic Man*

Fru—6—PS£F Man*-6-P<+» Man*-1-P —> GDP-Man*

GI({N-G-P / \

l Dol-P-Man* GDP-Fuc*

LIDP-hexnsamines l l

UDP-hexoses  _} Glycoproteines*

Dol-PP-oligosaccharides*
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FigureIV.1: Principe du marquage au 8] mannose et réactions d'interconversion des sucres dans
les cellules animales.
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L’incorporation d’'un sucre radioactif se déroule en trois étapes :
1. L'entrée du monosaccharide marqué dans les cellidesn transporteur plus ou
moins spécifique
2. L’activation du monosaccharide marqué en nucléotide-sucre marqué
3. L’incorporation du monosaccharide marqué porté par le nucléotide-sucre dans les

glycoconjugués.

1.2 Mise au point des conditions de marquage

De nombreux essais ont été effectués dans des conditions classiquement utilisées pour
réaliser les marquages métaboliques atHPmannose. Brievement, 42@ellules ont été
incubées dans un milieu de marquage contenant 100 pCi‘#§ f@annose et 0,5 mM de
glucose durant 1 heure. Dans ces conditions, I'incorporation del][Biannose dans les
dol-PP-oligosaccharides, est trés faible et ne permet pas l'analyse CLHP des structures
glycanniques. Les conditions de marquage ont donc dues étre réadaptées aux cellules et

conditions de culture utilisées dans notre étude.

1.2.1 Influence de la concentration en glucose du milieu de
marquage sur l'incorporation de la radioactivité dans les

glycoprotéines

Les cellules étant cultivéees dans un milieu contenant 20 mM de glucose lors des
cultures discontinues en flacon agité ou bioréacteur, on peut penser que la concentration
élevée en glucose du milieu de culture est susceptible de limiter I'incorporation®dg [2-
mannose par les cellules. Afin de vérifier cette hypothése® 4dlliles CHO C5 ont été
préincubées dans un milieu contenant 20 mM glucose durant 16 heures. A lissue de la
préincubation, la suspension cellulaire a été divisée en six essais q@lllies/essai). Ces
cellules ont alors été incubées dans 1 mL de milieu de marquage contenant différentes
concentrations en glucose froid, comprises entre 0 et 20 mM, et une concentration constante
en [23H] mannose (5 uCi - 0,35 uM).
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Apres incubation, les glycoprotéines intracellulaires ont été précipitées sur des
membranes en fibres de verre, cette méthode offrant I'avantage de pouvoir mesurer
rapidement (apres environ 30 minutes) la radioactivité incorporée dans les glycoprotéines
néosynthétisées. L'influence de la concentration en glucose du milieu de marquage sur la

radioactivité incorporée dans les glycoprotéines est présentée sur la figure IV.2.
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Figure 1V.2: Influence de la concentration en glucose du milieu de marquage sur l'incorporation de
[2-*H] mannose dans les glycoprotéines intracellulaires néosynthétisées® (6elldles
CHO C5 /essai).

Pour des concentrations en glucose comprises entre 0,5 et 20 mM, la radioactivité
incorporée dans les glycoprotéines est relativement faible et comprise entre 500 et 1800 dpm.
En revanche, le marquage effectué dans un miliedenant 0 mM de glucose permet
d’augmenter d’un facteur 10 I'incorporation de®#} mannose dans les glycoprotéines par
rapport au milieu contenant 0,5 mM de glucose. Il apparait ainsi que lI'absence totale de
glucose dans le milieu de marquage semble favoriser I'entrée et I'utilisation ] [2-
mannose dans les cellules CHO C5.

Néanmoins, on peut supposer que cette limitation en glucose n’est pas négligeable
pour le métabolisme cellulaire. En effet, le fait d’effectuer le marquage sans glucose, source
d’énergie et de carbone pour les cellules, n'est pas anodin et améne a se demander si
I'absence totale de glucose durant 1 heure ne perturberait pas le métabolisme cellulaire. Ainsi,
les résultats obtenus a I'issue du marquage pourraient ne pas refléter de I'état physiologique
des cellules au moment ou s’effectue le prélévement dans le bioréacteur. Les travaux de

Foulquier (2003) ont montré que la structure des glycannes portés par les dol-PP-
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oligosaccharides pouvait étre altérée lorsque les cellules CHO sont placées dans des
conditions de limitation en glucose. Apres 20 minutes de limitation en glucose, la structure
des glycannes portés par les dol-PP-oligosaccharides est majoritairement de type
GlcsMansGIcNAc, alors qu'aprés 120 minutes de limitation en glucose (0,175 mM), la
structure évolue vers du GManyGIcNAC;, Par ailleurs, Schargt al (2001) ont observé que

les cellules CHO soumises a un stress déclenchent 'UPR et synthétisent, dans un premier
temps, des structures oligosaccharidiques courtes de typMaBGICNAC,. Dans un
deuxieme temps, les cellules s’daptent au stress et allongent la longueur des glycannes des
dol-PP-oligosaccharides, pour aboutir & des structures de typdaBiGICNAC,.

La durée du marquage au J8} mannose a été fixée a 1 heure, car 'on considére
gu’il s'agit du temps nécessaire pour atteindre un état d'équilibre entre la radioactivité
incorporée dans le GDP-Man et celle incorporée dans le dol-P-Man (Varki, 1994). En effet,
aprés 1 heure de marquage, il est estimé qu’autant dol-P-Man que de GDP-Man sont marqués.
Au contraire,  si la durée d’'incubation des cellules en présence’H## fizannose est trop
courte, seul le GDP-Man sera marqué. Dans ces conditions, les résultats seront faussés car
davantage de structures incorporant le GDP-Man, c’est-a-dire de typda@GICNAC;,
seront généreées.

Il est & noter que la quantit¢ de 32} mannose utilisé pour les réactions de
glycosylation reste trés faible. Panneerselhetral (1997) ont montré que 7 & 14% du’ft
mannose était utilisé pour la glycosylation dans des fibroblastes, tandis que le reste de la
radioactivité (86 a 93%) se retrouvait sous forme’HigD. Ainsi, compte-tenu de la faible
incoporation et utilisation de [2H] mannose par les cellules, la présence de glucose, méme
en tres faible concentration, est susceptible de limiter fortement l'incorporation de mannose

radioactif.

En résumé, il apparait clairement que la synthese des structures glycanniques portées
par les dol-PP-oligosaccharides est fortement influencée par les conditions de culture. I
faudra ainsi garder a I'esprit tous les points critiques énoncés précédemment lorsque seront
réalisés les marquages métaboliques atH[2mannose, et effectuer linterprétation des

résultats avec prudence.
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1.2.2 Influence de la concentration en [2-3H] mannhose du milieu de
marquage sur l'incorporation de radioactivité dans les dol-PP-

oligosaccharides

L'influence de la quantité de ] mannose dans le milieu de marquage sur
I'incorporation de la radioactivité dans les dol-PP-oligosaccharides a été déterminée. Afin
d’augmenter la concentration en 32} mannose lors du marquage, le volume du milieu de
marquage a été diminué en maintenant une quantité constante ‘8 fRannose
(100 pCi /essai).

Les cellules CHO C5 (2.%Gellules/essai) ont été préincubées dans le milieu RPMI
sans sérum, en présence de 20 mM de glucose durant 16 heures. Aprés incubation, les culots
cellulaires ont été resuspendus dans le milieu de marquage, dont le volume était compris entre
0,25 et 1 mL (tableau IV.1).

Tableau V.1 : Volumes des milieux de marquage utilisés pour effectuer les 3 essais.

Essai 1 Essai 2 Essai 3
Volume du milieu de marquage (mL) 1 0,5 0,25
Concentration en [2-3H] Mannose dans
e . 3 7 14 28
I'échantillon marqué (uM)
Concentration cellulaire (10° cellules/mL) 2 4 8

Apres incubation, I'extraction séquentielle des intermédiaires lipidiques a été réalisée
selon le protocole de Cacan et Verbert (1995) de fagon a mesurer la radioactivité incorporée
dans la fraction contenant les dol-PP-oligosaccharides.

Les résultats de I'incorporation de radioactivité dans les dol-PP-oligosaccharides en
fonction de la concentration en mannose dans le milieu de marquage utilisé sont présentés sur
la figure IV.3. Plus la concentration en 38} mannose est élevée, plus I'incorporation de
radioactivité dans les dol-PP-oligosaccharides est importante. Bien que la quantité de cellules
soit identique dans chaque essai (2.t6llules), la réduction du volume du milieu de

marquage induit une augmentation de la densité cellulaire dé 2.8016 cellules/mL.
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En revanche, la quantité de I8} mannose par f&ellules demeure constante et égale a 3,5

HM/10° cellules dans les trois essais réalisés.
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FigurelV.3: Influence de la concentration en}2} mannose sur l'incorporation de {®] mannose
dans les dol-PP-oligosaccharides (2 d€llules CHO C5/essai).

Les mécanismes d’entrée du mannose dans les cellules animales par les transporteurs
sont sujets a controverse. En effet, le mannose peut entrer dans les cellules par un transporteur
de glucose tel GLUT1 (Gould et Holdman, 1993). Dans ce cas, le transporteur de glucose
posseéde un Km pour le mannose de I'ordre de la millimole par litre. Toutefois, I'existence
d’'un transporteur spécifigue du mannose, a également été mise en évidence dans les cellules
animales (Panneerselvam et Freeze, 1996). Celui-ci posséde un Km de 30-70 uM pour le
mannose en présence de 5 mM glucose et 50 uM mannose. Cependant, le transport du
mannose dans les fibroblastes est inhibé de 50% lorsque le glucose est présent en trés large
exces (5000 fois plus). Les concentrations en mannose testées dans nos expériences se situent
en dessous de la constante d’affinité du transporteur de mannose, suggérant ainsi qu’un ajout
de mannose favorise la cinétique de transport dt{[2Znannose dans les cellules.

Il est important de souligner que la radioactivité incorporée mesurée dans les
différentes espéces glycanniques est le résultat de deux phénomeénes : I'entré#i]du [2-
mannose dans les cellulem les transporteurs membranaires et son incorporation dans les
différents précurseurs impliqués dans le cycle des dolichols. Aprés 1 heure de marquage, Il
parait évident que les résultats traduisent davantage l'incorporation du mannose dans les

divers précurseurs intracellulaires que I'entrée diHR-mannose, I'entrée de l'isotope
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radioactif dans les cellules se produisant par ailleurs en seulement quelques minutes
(Rodriguezet al, 2005). Ainsi, les résultats d’incorporation de la radioactivité que nous
mesurons sont davantage le reflet de I'utilisation dtHPmannose dans les intermédiaires et

les précurseurs de la glycosylation que son entrée dans les ceilulles transporteurs.
D’autant plus que les réactions de biosynthése intracellulaires incorporariHerf@&nnose
constituent généralement les étapes limitantes en comparaison avec les cinétiques de transport
(Rodriguez et al 2005).

Ainsi, dans les expérimentations suivantes, I'extraction séquentielle et le suivi de
I’évolution de la qualité des structures glycanniques associées aux dol-PP-oligosaccharides au
cours des cultures nécessiteront I'utilisation de %4ckllules. Afin de ne pas trop concentrer
les cellules dans un volume réduit de milieu de culture, nous choisirons de conserver un

volume de 1 mL.

1.2.3 Influence de lajout de mannose froid dans le milieu de
marquage sur lincorporation de radioactivité dans les dol-PP-

oligosaccharides

Une stratégie alternative pour augmenter la concentration de][Pannose a
consisté en l'ajout de mannose froid dans le milieu de marquage. L’augmentation de la
concentration en mannose total devrait accroitre I'entrée de mannose dans les cellules, mais
également favoriser son incorporation les dérivés du mannose (GDP-Man, dol-P-Man...)
les enzymes de la N-glycosylation. Il s’agit alors de trouver un compromis entre la
concentration en mannose froid et la concentration en mannose radioactif, de facon a
minimiser la dilution isotopique. Sachant que la concentration en mannose radioactif est
équivalente a 7 uM (100 pCi), trois concentrations en mannose froid, comprises entre 0 et 7
LM, ont été testées (tableau IV.2). Aprés marquage d& delldles, I'extraction séquentielle
des intermédiaires lipidiques a été réalisée selon le protocole de Cacan et Verbert (1995) de
fagon a mesurer la radioactivité¢ incorporée dans la fraction contenant dol-PP-

oligosaccharides.
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Tableau 1V.2 : Concentrations en mannose froid, en mannose marqué et concentration totale en
mannose dans le milieu de marquage.

Essai 1 Essai 2 Essai 3
Concentration en mannose froid ouM 7 uM 14 M
Concentration en [2-3H] mannose (100 pCi) 7 uM 7 uM 7 uM
Concentration en mannose totale 7 uM 14 uM 21 uM

Comme attendu, I'ajout de concentrations croissantes en mannose froid augmente
lincorporation de [2*H] mannose dans les dol-PP-oligosaccharides (figure IV.4).
L’augmentation de la radioactivité incorporée dans les dol-PP-oligosaccharides suit une
évolution de type exponentielle & mesure que la quantité de mannose totale augmente. La
concentration maximale testée (21 uM) est inférieure au Km du transporteur spécifique du
mannose; ainsi il est probable qu’'une augmentation de la concentration en mannose favorise
son entrée dans les cellules. On peut également supposer que si davantage de mannose rentre
dans les cellules, il sera incorporé en plus grande quantité dans les différents précurseurs
impliqués dans le processus de N-glycosylation. Un raisonnement identique au précédent peut
étre appliqué pour expliquer la relation entre la quantité accrue de radioactivité incorporée
dans les dol-PP-oligosaccharides et 'augmentation concentration en mannose total dans le
milieu de marquage. En considérant que l'incorporation du mannose dans les différents
précurseurs de la glycosylation constitue généralement I'étape limitante, on peut supposer
qu'a partir d’'une concentration voisine de 21 pM, I€H2-mannose n’est plus utilisé aussi

efficacement dans les réactions de biosynthese.
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Figure 1V.4: Influence de la concentration en mannose froid du milieu de marquage sur
l'incorporation de [2*H] mannose dans les dol-PP-oligosaccharides {&éllules CHO C5/essai).

Les cellules ont été préalablement préincubées durant 16 heures dans le milieu RPMI sans sérum
contenant 20 mM de glucose.

Il s’agit néanmoins de ne pas trop ajouter de mannose froid de fagon a ne pas diluer le
[2-*H] mannose et géner son incorporation. En présence de 14 uM de mannose froid dans le
milieu de marquage, la radioactivité incorporée dans les dol-PP-oligosaccharides est
significativement augmentée, suggérant que les marquages’idii izannose pourront étre
réalisés dans ces conditions dans les expériences suivantes.

1.3 Conclusion

L’incorporation de [2H] mannose dans les cellules, et en particulier dans les dol-PP-
oligosaccharides, a pu étre améliorée en réalisant le marquage dans un milieu totalement
dépourvu de glucose, auquel sont ajoutés 14 uM de mannose froid. Les conditions retenues
pour réaliser les marquages métaboliques au cours d’une culture discontinue de cellules CHO
sont résumeées dans le tableau IV.3.
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Tableau 1V.3 : Récapitulatif des conditions de marquage retenues.

Quantité de cellules vivantes 4.10°
Temps de marquage 1 heure
Volume du milieu de marquage 1mL
Concentration en glucose 0mM
Quantité de [2-*H] mannose 100 pCi (7uM)
Concentration en mannose froid 14 uM

2. Analyse qualitative des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides au
cours d'une culture discontinue de cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans

sérum

Les conditions de marquage et d’hydrolyse définies précédemment permettent une
analyse CLHP des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides et ont été appliquées a une
culture discontinue de cellules CHO C5, cultivées en milieu RPMI sans sérum, afin de
caractériser les différentes populations oligosaccharidiques au cours du temps, et en
particulier les structures glycanniques des dol-PP-oligosaccharides et des glycoprotéines
néosynthétiésés. L'objectif était de vérifier s'il existait un lien entre la modification de la
structure des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides et la diminution de la

glycosylation de I'lFNy en début de culture.

La cinétique de référence a été réalisée avec les cellules CHO C5, productrices
d’'IFN-y. Le milieu de base utilisé pour effectuer la culture est le milieu RPMI 1640 sans
sérum, supplémenté par de la glutamine (concentration finale de 4 mM) et du glucose
(concentration finale de 20 mM). La culture discontinue a été mise en oeuvre en flacon agité
(volume utile de 250 mL). Afin de suivre et caractériser I'évolution des différentes
populations oligomannosidiques au cours du temps, les marquaged-#fwjannose ont été
effectués aux temps suivants : 0, 23, 32, 47, 57, 73, 81 et 96 heures, selon les conditions

définies dans le paragraphe précédent.
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2.1 Croissance, décés et métabolisme des cellules CHO C5 cultivées en

milieu RPMI sans sérum en mode discontinu

Les cinétigues de croissance et de déces cellulaires, de productionyd’teN-
consommation de glucose et de glutamine, de production de lactate et d'ions ammonium au
cours d'une culture discontinue de cellules CHO C5, cultivées dans le milieu RPMI sans
sérum, sont présentées sur la figure 1V.5.

La densité de cellules viables atteint une valeur maximale dédg@ifles/mL au bout
de 96 heures de culture tandis que la vitesse spécifique maximale de croissance cellulaire de
0,024 K est atteinte aprés environ 30 heures de culture. La production ¢ l&@$ociée a la
croissance, atteint une concentration maximale d’environ 0,7 pg/mL en fin de culture.
La vitesse spécifique maximale de production d’Flist de 0,028 pg/2Gellules/h aprés
35 heures.

Au cours de la culture, la concentration en glucose décroit parallelement a la
croissance pour atteindre une valeur voisine de 6 mM en fin de culture, suggérant que l'arrét
de la croissance cellulaire n’est pas dU a une limitation en glucose. La concentration en lactate
augmente de fagon inversement proportionnelle pour atteindre une concentration maximale de
13 mM.

Tout comme le glucose, la concentration en glutamine décroit de maniére inversement
proportionnelle a la croissance cellulaire. En fin de culture, la glutamine est présente dans le
milieu de culture a une concentration faible, de I'ordre de 0,5 mM. Les ions ammonium
dérivent du métabolisme de dégradation de la glutamine et s’accumulent au fur et a mesure de
la culture. On peut noter que le comportement cinétique des cellules CHO C5 au cours de
cette culture discontinue effectuée en flacon agité est relativement comparable a celui observé

au cours d’'une culture discontinue réalisée en bioréacteur (chapitre 111).
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2.2 Evolution de la capacité des cellules CHO €5 a incorporer le mannose

radioactif au cours d'une culture discontinue

L’objectif est ici de suivre I'évolution de la capacité des cellules CHO C5 a incorporer

le [2-H] mannose lors de tests de marquage des glycoprotéines. Comme indiqué
précédemment lors de la mise au point du marquage radioactif, I'intégration du mannose
radioactif intracellulaire est la résultante de deux composantes : I'entrée’dji f2xnnose

dans les cellulesia un/plusieurs systeme(s) de transporteur(s) et son utilisation, notamment
dans les réactions de la glycosylation. Ainsi, on souhaite vérifier, tout au long de la culture,
gue : (i) le mannose radioactif est incorporé dans les cellules, et ce par la détermination de la
quantité de radioactivité intracellulaire totale, (ii) le mannose est utilisé pour les réactions de
la glycosylation, a l'aide de la mesure de la radioactivité incorporée dans les quatre

populations oligomannosidiques.

Le marquage a été effectué avec 4.t6llules CHO C5 issues des prélévements
réalisés a différents temps de la culture discontinue, en flacon agité, dans les conditions
retenues précédemment. Aprés incubation dans le milieu de marquage, les cellules ont été
lysées par une solution de PBS contenant 1% de SDS et la radioactivité totale intracellulaire
incorporée a été mesurée. Le protocole d’extraction séquentielle nous a permis de mesurer la
radioactivité incorporée dans les quatre populations oligomannosidiques, a savoir les

oligosaccharides libres, les dol-PP-oligosaccharides, les glycoprotéines et le dol-P-Man.

La figure IV.6 présente la radioactivité totale incorporée dans les cellules ainsi que la
radioactivité incorporée dans les quatre populations oligomannosidiques. La radioactivité
intracellulaire totale représente la radioactivité incorporée dans les différents précurseurs
oligosaccharidiques impliqués dans la glycosylation, celle présente sous forméHle [2-
mannose intracellulaire libre ainsi que celle incorporée dans les intermédiaires de biosynthese
sous forme déH,0, suite & I'isomérisation du [24] mannose en Fru-6-P. On observe une
diminution au cours du temps de la radioactivité totale incorporée dans les cellules, avec une
chute importante entre 72 heures et 81 heures. La radioactivité incorporée dans les quatre
populations oligomannosidiques suit une évolution comparable. Il est a noter qu'une tres
faible proportion de radioactivité est incorporée dans les quatre populations

oligomannosidiques, puisque moins de 0,4% de la radioactivité présente initialement dans le

17C



Chapitre IV - Les précurseurs oligosaccharidiques : analyse qualitative et quantitative

milieu de marquage est incorporée dans les cellules. Ceci est en accord avec les observations
de Panneerselvaet al (1997), qui ont montré qu’un faible pourcentage de radioactivité se
trouvait incorporé dans les intermédiaires de la glycosylation.

Quant a la radioactivité incorporée dans les quatre populations oligomannosidiques,
elle diminue, elle aussi, léegerement jusqu’a 57 heures de culture, puis la chute est plus brutale
a partir de 72 heures pour atteindre une valeur quasi-nulle apres 96 heures de culture. Cette
diminution observée au cours du temps est vraisemblablement reliée a I'évolution de la
physiologie cellulaire : lorsque I'état physiologique des cellules se détériore, on peut supposer
que la radioactivité n’est plus incorporée dans les populations oligomannosidiques, en raison
du ralentissement des biosynthéses cellulaires. D’autre part, la radioactivité incorporée dans
les quatre populations oligomannosidiques chute de fagon beaucoup plus importante
(diminution de 90% entre 57 heures et 72 heures) que la radioactivité intracellulaire totale
(diminution de 25% entre 57 heures et 72 heures). Ainsi, la radioactivité intracellulaire totale
mesurée semble étre essentiellement le résultat de la présenciHiienghnose sous forme

de mannose libre.
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Figure V.6 : Evolution de la radioactivité intracellulaire totale incorporée dans les celMiles () et de
la radioactivité incorporée dans les quatre populations oligomannosidigues ( ) apres marquage de
4.10 cellules issues de prélévements réalisés au cours d’une culture discontinue de cellules CHO C5
cultivées en milieu RPMI sans sérum.

Par conségquent, ces résultats indiqguent que l'analyse des différentes populations
oligomannosidiques (glycoprotéines néosynthétisées, dol-PP-oligosaccharides, dol-P-Man et
oligosaccharides libres) au cours d’une culture discontinue ne sera possible que jusqu’'a 57
heures de culture.
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2.3 Comparaison des vitesses spécifiques de synthése des glycoprotéines

et des protéines avec la vitesse spécifique de croissance cellulaire

Le suivi de I'évolution des vitesses spécifiques de synthése des protéines et des
glycoprotéines a pour objectif de vérifier leur couplage tout au long de la culture. Une
modification de I'évolution de la vitesse spécifique de synthese des glycoprotéines aura des
répercussions sur la vitesse spécifique de synthese des glycoprotéines et on peut imaginer
gu’'un déphasage entre les vitesses spécifiques de synthese des protéines et des glycoprotéines
pourrait, par exemple, expliquer la diminution de la glycosylation de [iFiservée au
cours d'une culture discontinue de cellules CHO. Les vitesses spécifiques de synthese des
protéines et glycoprotéines ont également été comparées avec la vitesse spécifique de

croissance cellulaire.

Pour chaque marquage, les vitesses spécifiques de synthése en dpm/cellules/h peuvent
étre déterminées puisque I'on mesure une quantité de radioactivité incorporée (dpm) par
quantité de cellules et par heure de marquage. Ainsi, I'utilisation de marquages métaboliques
radioactifs permet d’étudier des intermédiaires intracellulaires néosynthétisés (protéines,
glycoprotéines, précurseurs oligosaccharidiques...). La vitesse spécifique de synthese des
protéines, a chaque instant de la culture, a été déterminée a l'aide d’'un marquage a la
%3 méthionine, alors que la vitesse spécifique de synthése des glycoprotéines a été suivie a

I'aide d’un marquage au [2H] mannose.

La figure IV.7 présente ['évolution des vitesses spécifiques de synthése des
glycoprotéines, des protéines et la vitesse spécifique de croissance cellulaire. Il apparait que
I'évolution des vitesses spécifiques de synthése des protéines et glycoprotéines suivent une
évolution comparable au cours du temps et peuvent étre reliées a I'évolution de la vitesse
spécifiqgue de croissance cellulaire. Lorsque les cellules sont en phase de ralentissement de
croissance, apres environ 40 heures de culture, les vitesses spécifiques de synthése diminuent

également.
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FigurelV.7: Evolution des vitesses spécifiques de synthése des protéinekeé glycoprotéinesx()
et de la vitesse spécifique de croissance cellulajre (

Le taux de glycosylation, défini comme étant le rapport de la vitesse spécifique de
synthese des glycoprotéines sur la vitesse spécifique de synthése des protéines &Crick
1994), reste stable jusqu’a environ 60 heures de culture, avant de diminuer (figure 1V.8). Le
taux de glycosylation est maximal aussi longtemps que les cellules sont en phase de
croissance. Ainsi, il semblerait que la glycosylation diminue lorsque les cellules entrent en
phase de ralentissement de croissance, au bout de 60 heures de culture. A&hde(@800)
ont établi une relation entre I'occupation des sites de glycosylation du t-PA et le pourcentage
de cellules en phase GO/G1. Quand les cellules réduisent leur croissance, il est plausible le
pourcentage de cellules en phase GO/G1 augmente et que le pourcentage de cellules en phase
S diminue. Ainsi, la vitesse spécifique de synthése des glycoprotéines est reliée a la vitesse
spécifigue de synthese des protéines, et toutes deux sont reliées a la vitesse spécifique de
croissance cellulaire. Elles atteignent des valeurs maximales lorsque les cellules sont en phase

exponentielle de croissance, puis diminuent lorsque les cellules ralentissent leur croissance.
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FigurelV.8 : Evolution du taux de glycosylation au cours de la culture discontinue de cellules CHO
C5, cultivées en milieu RPMI sans sérum. Le taux de glycosylation est défini comme étant le rapport

de la vitesse spécifigue de synthese des glycoprotéines sur la vitesse spécifique de synthése des
protéines.

La diminution du pourcentage de glycoformes 2N de I'NFkebute a partir d’environ
40 heures de culture en milieu RPMI sans sérum. Or, le marquage dans les conditions définies
préalablement ne nous permet pas d’analyser la structure des glycannes associés aux dol-PP-
oligosaccharides au-dela de 57 heures de culture. Ainsi, un marquage a été effectué sur
4.10 cellules (dix marquages simultanés réalisés ave€ delldles) prélevées aprés environ
70 heures de culture en mode discontinu. Les résultats des comptages ont révélé qu’il n’y a eu
qu’une faible incorporation de 4] mannose, dans les glycannes associés aux protéines ou
aux dol-PP-oligosaccharides. A ce stade de la culture (70 heures), les cellules ne sont pas dans
un état physiologique permettant une incorporation suffisante de radioactivité pour I'analyse

CLHP des structures glycanniques.

2.4 Evolution des vitesses spécifiques de synthese des différentes

populations oligomannosidiques.

Les différents intermédiaires lipidiques sont obtenus a lissue d'un protocole
d’extraction séquentielle, basé sur les différences de solubilité des produits générés par le
cycle des dolichols (Verbert et Cacan, 1995).
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L’extraction séquentielle génére ainsi trois phases distinctes :

- la phase supérieure aqueuse (OSRM) contenant les éléments les plus polaires
(nucléotides-sucres comme le GDP-Man, les monosaccharides libres, les oligosaccharides
libres comme les OSGrrt les OSGy).

- linterphase contenant le matériel insoluble. Elle regroupe deux fractions :

- les protéines nouvellement synthétisées
- les dol-PP-oligosaccharides

- la phase inférieure organique (CM) contenant les précurseurs lipidigues de petite

taille tel le Man-P-dol, le Glc-P-dol, le Glc-PP-dol et le GlchA&¢-dol.
La radioactivité incorporée dans chacune des quatre populations oligomannosidiques a été
mesurée afin de suivre et déterminer I'évolution des vitesses de synthéses de chacune des
populations (figure IV.9). Les vitesses spécifiques de synthése de chacune des populations
oligomannosidiques sont mesurables jusqu’a 57 heures de culture, la quantité de radioactivité
incorporée au-dela étant insuffisante pour permettre l'analyse par CLHP couplée a un

détecteur de radioactivité.
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FigurelV.9 : Evolution des vitesses de synthése des glycoprotémnes (), des dol-PP-oligosaccharides
(m), du dol-P-Mannose( ), des OSGOSGH et du GDP-Mannosedf au cours d'une culture
discontinue de cellules CHO C5, cultivées en milieu RPMI sans sérum.

Les pourcentages relatifs de chaque fraction, considérée individuellement, sont
présentés sur la figure 1V.10. La vitesse spécifique de synthése des glycannes associés aux

protéines est relativement constante jusqu’a 47 heures, pour diminuer ensuite jusqu’a devenir
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nulle aprés 96 heures de culture. La vitesse spécifique de synthese des dol-PP-
oligosaccharides augmente jusqu'a 32 heures, puis reste relativement constante lorsque les
cellules sont en fin de phase exponentielle de croissance. On peut ainsi observer que la
synthese des dol-PP-oligosaccharides ainsi que celles des glycoprotéines sont associées a la
croissance. En effet, la synthése des dol-PP-oligosaccharides est maximale lorsque les cellules
atteignent leur vitesse spécifique maximale de croissance. Si les cellules ont une vitesse
spécifiqgue de croissance amoindrie, elles diminuent également les vitesses de syntheses, y
compris celle des glycoprotéines et des dol-PP-oligosaccharides.

Les vitesses spécifiques de synthése des oligosaccharides libres,(OSGn) et du
GDP-Man, restent globalement stables, ce qui signifie qu’il 'y a pas d’augmentation du
processus de dégradation des glycannes associés aux protéines. En effet, let OSGm@
peuvent avoir deux origines. Anumula et Spiro (1983) ont montré que la formation des
OSGn entrait en compétition avec la glycosylation des protéines et que I'OST utilisait le
méme substrat pour glycosyler les protéines et générer les O&@nd’ajuster le taux de
précurseurs oligosaccharidiques a la synthése protéique. Par la suite, d’autres travaux ont
révélé que les OSGret OSGa trouvaient également leur origine dans un processus de
dégradation des protéines mal conformées (Davet., 1998; Hughes, 1997). En effet, les
protéines ne possédant pas une conformation tridimensionnelle correcte sont dégradées dans
le protéasome ; un prérequis nécessaire aux réactions de dégradation consiste en I'élimination
de la partie glycannique par une PNGase cytosoliqgue (Hesal., 2003; Suzuket al,

1998). Dans notre cas, les taux d’O%2@h OSGhn demeurent constants tout au long de la
culture (a I'exception du temps cinétique 23 heures, que I'on peut considérer comme étant un
point aberrant), suggérant que le taux de dol-PP-oligosaccharides n’est pas en exces pour le
processus de glycosylation.

La radioactivité présente dans la fraction contenant le dol-P-Man est stable jusque 57
heures, puis augmente. Au bout de 96 heures de culture, la totalité de la radioactivité se
retrouve dans cette fraction, ce qui laisse penser que les cellules ne synthétisent plus alors que
de courtes espéces oligosaccharidiques, probablement en raison de la dégradation de I'état

physiologique des cellules et de 'amoindrissement de leur capacités de biosynthése.
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Figure IV.10: Pourcentage relatif de radioactivité incorporée dans les glycoprotéines néosynthétisées
(@), les dol-PP-oligosaccharidem)( le dol-P-Man @ ), les OSGNOSGn et le GDP-Man B ), au

cours d’'une culture discontinue de cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum.
L'extraction séquentielle des intermédiaires lipidiques a été effectuée avel celllles
préalablement marquées au’f#-mannose.

2.5 Analyse de la structure des glycannes par CLHP couplée a un détecteur

de radioactivité

Les structures des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides, aux glycoprotéines
ainsi qu’aux oligosaccharides libres ont été analysées par CLHP couplée a un détecteur de
radioactivité au cours d’'une culture discontinue de cellules CHO C5, en milieu RPMI sans
sérum. Les différentes structures glycanniques ont été identifiées grace a leurs temps
d’élution, par comparaison avec un profil d'un mélange d’oligosaccharides standards (figure
IV.11).
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FigurelV.11 : Mélange standard d'oligosaccharides séparés et analysés par CLHP couplée a un
détecteur de radioactivité.

2.5.1 Structure des glycannes associés aux

dol-PP-oligosaccharides

Au regard de la quantité de radioactivité incorporée dans les dol-PP-oligosaccharides,
seuls les prélevements effectués aux temps 0, 23, 32, 47 et 57 heures sont analysables en
CLHP. Aucune évolution de la structure des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides
n'est observée jusqu’a 57 heures de culture. Dans tous les cas, I'espéce majoritaire est le
GlcsMangGIcNAC,, précurseur classiquement transféré sur les protéines en voie de synthese
(figure 1V.12). Ainsi, il semble que la qualité des précurseurs oligosaccharidiques (dol-PP-
oligosaccharides) ne soit pas responsable de la diminution de la glycosylation dg I'lFN-

observée apres 40 heures de culture.
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Figure IV.12 : Chromatogrammes CLHP des glycannes portés par les dol-PP-oligosaccharides
(A : 0 heures, B : 57 heures).

2.5.2 Structure des glycannes associés aux protéines

Les chromatogrammes CLHP des glycannes portés par les protéines aux temps
cinétiques de 0 et 57 heures sont présentés sur la figure IV.13. Trois espéces glycanniques
majeures sont associées aux protéines: lgMalpGIcNAC,, le ManGIcNAC, et le
MansGIcNAC.

A R

ManyGIcNAC, 520 ManyGIcNAc,

MangGIcNAc,

MangGIcNACc,
Glc,MangGIcNAc, Glc;ManyGIcNAC,
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Figure 1V.13 : Chromatogrammes CLHP des glycannes associés aux protéines (A: O heures,
B : 57 heures).
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Lorsque le précurseur glycannique est transféré sur la protéine néosynthétisée, il subit
tres vite une étape de maturation, qui commence dans le RER mais dont les principales étapes
sont effectuées dans I'appareil de Golgi. La présence dé@igGIcNAC,, MarnnGIcNAC,,
MansGIcNAC, témoigne de ce processus de maturation réticulaire. En effet, le dernier résidu
de glucose transféré sur le précurseur glycannique est tres rapidement retiré par la glucosidase
I. La glucosidase Il peut alors retirer les deux derniers résidus de glucosedi8 eBnfin,
c’est la mannosidase | du RER qui élimine un résidu mannose é.,@n ce qui donne

naissance au glycanne de structure decNAC,.

Pour chaque préléevement effectué au cours de la culture discontinue de cellules CHO
C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum, la structure des glycannes portés par les protéines
demeure inchangée. L’évolution des pourcentages relatifs de chaque espeéece glycannique
(tableau 1V.4) confirme que le profil des glycannes associés aux protéines est constant pour

les préléevements analysables de la culture.

Tableau 1V.4: Pourcentages relatifs des especes glycanniquesGid&Ac, ManGIcNAc, et
Glc;Man,GIcNAC; portées par les protéines néosynthétisées au cours de la culture discontinue de
cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum.

0 heures 23 heures 32 heures 46 heures 57 heures
MangGIcNACc, 16,6 16,5 17,2 19,2 18,4
MangGIcNAC, 70,1 69,3 69,9 71,8 69,8
Glc,MangGIcNAC, 13,3 10,2 12,8 9 11,8

2.5.3 Structure des oligosaccharides libres

Les travaux de Cacaet al (1980) et Spireet al (1979) ont montré que le processus
de N-glycosylation s’accompagnait de la libération d’oligosaccharides solubles de type
oligomannosidique dans la lumiére du RER. L’étude la structure de ces oligomannosides
neutres a montré qu'une partie d’entre eux possédait deux résidus GICNAc en position
terminale réductrice (OSG@n Les espéces présentes majoritairement a chaque point cinétique
de la culture sont le GlelanyGIcNAC,, le ManGIcNAC,, le ManGIcNAC;, le MarGIcNAc;
et le MarGIcNACc; (figure IV.14).
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FigurelV.14 : Chromatogrammes CLHP des oligosaccharides libres (A : 0 heures, B : 57 heures).

Plusieurs études ont montré que la libération d’oligosaccharides libres accompagnait la
biosynthese des glycoprotéines. Les oligosaccharides libres G8@&@8Ghn peuvent avoir
deux origines :

- Les OSGpet OSGa peuvent résulter du transfert du précurseur oligosaccharidique
GlcsMangGIcNe, sur une molécule d’eau. En effet, des travaux effegtuégro ont montré
que la libération des OSGnrétait fortement diminuée en présence d'un large exces
d’accepteur peptidiqgue exogéne suggérant que la méme enzyme, a savoir 'OST, pouvait
catalyser a la fois le transfert en bloc de l'oligosaccharide sur un accepteur protéique et
produire des OSGren utilisant une molécule d’eau comme accepteur (Spiro et Spiro, 1991).
Depuis, il a été montré que la libération des OS@&mgmentait proportionnellement a la
diminution du taux d’accepteur protéique observée en présence d'inhibiteur de la synthése
protéigue tel que la cycloheximide (Villers et, d994).

- Les OSGp peuvent également provenir des réactions de déglycosylation des
protéines mal conformées engagées dans la voie de maturation @Dwatet1998). Cette
réaction est alors catalysée par une PNGase cytosolique (2ta1ki2002). Cette étape de
déglycosylation est nécessaire pour la dégradation dans le protéasome.

Dans les deux cas, les oligosaccharides libres sont sujets au méme processus de maturation et
dégradation. En effet, sitot libéré dans la lumiére du RER, le précurseur glycannique subit
I'étape de maturation réticulaire de facon identique a celle des glycannes portés par les
N-glycosylprotéines. Ainsi, les glucosidases | et Il hydrolysent trés rapidement les résidus de

glucose pour donner le MgBICNAC,. La mannosidase | du RER entre en jeu pour donner le
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MansGIcNAC,, qui quitte rapidement le RER pour rejoindre le compartiment cytosolique
(Moore et al, 1995). Les OSGneytosoliques sont rapidement convertis en OS&wus

'action d’'une chitobiase cytosolique (Cacat al, 1996). Les OSGnsont ensuite
progressivement démannosylés pour former I'oligomannoside simplgaitatAc, (Kmiecik

et al, 1995) qui est ensuite importé dans les lysosomes pour étre dégradé en espéces plus

petites et en monosaccharides (Saint-Pol.ei8b7).

L’analyse CLHP des structures glycanniques des oligosaccharides libres, entre 0 et 57
heures de culture, montre qu’il ne semble pas y avoir d’évolution de ces structures au cours
du temps (figure IV.14). Le suivi de I'’évolution des pourcentages relatifs de chaque espéce
glycannique au cours de la cinétique est présenté dans le tableau IV.5. Ces pourcentages sont
quasiment constants pour les cing prélévements analysables, et confirment les résultats
précédents en indiquant qu’il n'y pas d’augmentation du processus de dégradation des

glycoprotéines.

Tableau 1V.5: Pourcentages relatifs des especes glycanniquessGWt&Ac; MarngGIcNACc;
MangGIcNACc,, ManGIcNACc, et GlgMansGIcNACc, des oligosaccharides libres au cours de la culture
discontinue de cellules CHO CB5, cultivées en milieu RPMI sans sérum.

0 heures 23 heures 32 heures 46 heures 57 heures
MansGIcNAc, 13,4 10,8 11,5 12,3 14,6
MangGIcNACc, 3,3 6,6 4,6 5,2 6,2
MangGIcNAc, 12 11 12,3 111 12,3
MangGIcNAc, 62,4 65,7 65,5 66,2 60,3
Glc;ManyGIcNAC, 8,9 5,9 6,1 5,2 6,5

2.6 Discussion

Au cours de la culture discontinue de cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans
sérum, la radioactivité incorporée dans les quatre fractions issues de I'extraction séquentielle
diminue au cours du temps. Cette diminution est progressive jusqu’a 60 heures, moment a
partir duquel on observe une chute brutale de I'incorporation dei][2Zrannose. Cette

diminution est vraisemblablement a relier a la dégradation de I'état physiologique des
cellules, ces derniéres étant alors en phase de croissance ralentie.
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La vitesse spécifique de synthese des glycoprotéines reste globalement constante
jusqu’a 72 heures. La vitesse spécifigue de synthése des dol-PP-oligosaccharides suit une
évolution comparable. Quant a la vitesse spécifique de synthése des oligosaccharides libres
OSGn et OSGp, elle reste relativement stable, ce qui suggére qu'’il n’y a pas d’augmentation
du processus de dégradation des glycoprotéines néosynthétisées. La vitesse de synthése du
dol-P-Man reste stable en début de cinétique, puis augmente a partir de 72 heures; apres 96
heures de culture, seule la biosynthese de dol-P-Man est mesurée. Il apparait ainsi que la
diminution de la glycosylation de I'lFN-ne puisse étre reliée a une diminution signifaicative
de la vitesse de synthése des dol-PP-oligosaccharides.

En ce qui concerne les structures glycanniques associées aux dol-PP-oligosaccharides,
celles-ci ne sont analysables par CLHP que jugu’au temps 57 heures de la culture, apres quoi
les cellules n’incorporent plus suffisamment de radioactivité pour générer des résultats
satisfaisants et analysables.

L’'analyse par CLHP couplée a un détecteur de radioactivité¢ des structures
glycanniques associées aux protéines, des dol-PP-oligosaccharides et degt@EE3n ne
révéle aucune évolution de structure tout au long du procédé discontinu. La seule espece
glycannique détectée sur les dol-PP-oligosaccharides est de typ®laiBIcNAC,,
précurseur normalement transféré sur les protéines en voie de synthese. Tout en tenant compte
des conditions de marquage réalisées en absence de glucose, on peut supposer que
I'hypothése d’'une évolution de la qualité des structures glycanniqgues associées aux
précurseurs oligosaccharidiques n’est pas validée.

Ainsi, la modification de la structure des glycannes portés par les dol-PP-
oligosaccharides ne semble pas étre responsable de la diminution de la glycosylation de
I'IFN-y observée apres 40 heures de culture en milieu RPMI avec et sans sérum, la possibilité

d’une limitation en dol-PP-oligosaccharides, peut étre envisageée.
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3. Analyse quantitative des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides par

« Fluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophoresis» (FACE)

3.1 Principe de la méthode d'analyse

L'utilisation des marquages métaboliques ne permet pas de réaliser une étude
guantitative, car il est difficile de déterminer la quantité molaire de chaque espéce
glycannique a partir de la quantité de radioactivité incorporée. De plus, la dilution isotopique
differe d'un marquage a l'autre en raison du pool intracellulaire de mannose, dont la
concentration dépend de I'état physiologique des cellules (Gao et Lehrman, 2002).

Bien que développée depuis une dizaine d’années par Jackson (1996), la méthode
d’analyse pafFluorophore-Assisted Carbohydrate Electrophord§i8CE) n'a été appliquée
que récemment a la mesure quantitative des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides
(Gao et Lehrman, 2002). Les saccharides possédant une extrémité réductrice terminale
peuvent réagir avec un fluorophore, contenant un groupement amine primaire, pour former
une base de Schiff avec le groupement carbonyl du saccharide. La liaison est stabilisée par
réduction pour former une amine secondaire grace a du cyanoborohydrure de sodium.
Le marqueur fluorescent fréqguemment utilisé est le 8-aminonaphtaléne-1,3,6-trisulfonate
(ANTS) et sa fixation sur la structure oligosaccharidique et la détection sont indépendantes du
nombre de résidus présents par oligosaccharide. Seule une molécule d’ANTS peut se fixer par
saccharide. Les oligosaccharides marqués sont ensuite séparés sur un gel d’électrophorese
puis détectés a l'aide d’'une caméra CDD sous une lumiére UV.

Cette technique est trées sensible puisque le seuil de détection de la méthode est de
I'ordre de 1 a 2 pmol (Gao, 2005). Un inconvénient majeur réside néanmoins dans la quantité
de cellules nécessaire pour effectuer I'analyse car elle se situe en général ehee5.11D
cellules. La technique d’analyse par FACE a ainsi été appliquée a des cultures discontinues
de cellules CHO, de fagon a quantifier les glycannes associés aux précurseurs
oligosaccharidiques au cours d’une culture et établir une éventuelle relation entre la quantité
disponible de glycannes associés aux précurseurs et la diminution de la glycosylation de
I'lFN-vy, et ce au cours du temps. Un autre objectif a été d’étudier I'influence potentielle du
milieu de culture sur la quantité de précurseurs oligosaccharidiques synthétisés.

Le suivi de [I'évolution des quantités de glycannes associés aux dol-PP-
oligosaccharides synthétisés a été réalisé tout au long de cultures discontinues, en
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bioréacteurs, de cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum et de cellules CHO

320 cultivées en milieu RPMI avec sérum et en milieu PF-BDM.

3.2 Détermination du seuil de détection et du pourcentage d'erreur sur la

mesure de la méthode FACE

Dans un premier temps, le seuil de détection ainsi que le pourcentage d’erre
mesure ont été déterminés adaide standards. Différentes quantités de DP7 (polymér
unités glucose) ont été déposées sur un gel de polyacrylamide et ces quantités sont
entre 5 ng et 100 ng. Le gel obtenu a l'issue de la migration est présenté sur la figure IV.15.

10ng 20ng S0ng 100ng

-

DP7

Figure IV.15: Gel de polyacrylamide réalisé pour la détermination de la sensibilité et le seuil de
détection de la méthode FACE.

L'intégration des surfaces détectées en fonction des quantités déposées permet de
réaliser une courbe de calibration présentée sur la figure IV.16. Pour des quantités de standard
DP7 déposées comprises entre 5 ng et 100 ng, la courbe d’étalonnage évolue linéairement,
avec un coefficient de régressidrirés élevé, égal & 0,99. D'autre part, le seuil de détection

peut étre fixé a 5 ng. En deca, le signal est trop faible pour permettre une analyse fiable.

18t



Chapitre IV - Les précurseurs oligosaccharidiques : analyse qualitative et quantitative

160

140 -

120 -

100 -

80 -

60 -

40 4

20 A

Intensité du signal, unité arbitraires

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Quantité de standard DP7 déposée, ng

FigurelV.16 : Courbe de calibration établie pour des quantités de standard DP7 comprises entre 5 ng
et 100 ng.

Le pourcentage d’erreur sur la mesure a également été estimé en mesurant I'intensité
du signal obtenu des quantités de standards DP7 comprises entre 10 ng et 40 ng, déposées en

triplicata. Le pourcentage d’erreur sur la mesure est déterminé a 5%.

3.3 Application de la méthode FACE a des cultures discontinues de cellules

CHO cultivées dans différents milieux de culture

3.3.1 Etude physiologique et macrocinétique

L’étude physiologique et macrocinétique des cultures discontinues de cellules CHO
C5 cultivées en bioréacteurs en milieu RPMI sans sérum et de cellules CHO 320 cultivées en
milieu PF-BDM, c’est-a-dire les cinétiques de croissance et déces cellulaires, de production
d'IFN-y, de consommation de glucose et de glutamine, de production de lactate et d’ions

ammonium, sont présentées dans le paragraphe 1 du chapitre Ill.
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3.3.2 Analyse quantitative des glycannes portés par les dol-PP-

oligosaccharides au cours de cultures discontinues de cellules CHO

3.2.2.1 Culture discontinue de cellules CHO C5 cultivées en

milieu RPMI sans sérum

L’évolution des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides synthétisés au cours
de la culture discontinue de cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum est
présentée sur la figure IV.17. Lidentification des structures glycanniques est effectuée au
moyen d’'un marqueur de taille, constitué de polymeéres de glucose (DP) de poids moléculaires
croissants ne différant entre eux que d'une unité de glucose. La totalité des précurseurs
oligosaccharides obtenus & partir du protocole d’extraction séquentielle, effectué $ur 3.10
cellules, a été déposée sur le gel de polyacrylamide. Une seule bande, située entre le DP14 et
DP13, pour chaque temps de la culture, correspond au précursgMag@IcNAC,.

Glycannes portés par les
dol-PP-oligosaccharides

Marqueur Marqueur
ard: Oh 10h 24h 34h 48h 54h 78h 4

de taille

GlcsMangGIcNAC:,

DP4

Figure IV.17 : Visualisation par FACE des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides, au cours
d’une culture discontinue de cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum.

La visualisation par FACE des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides
nécessitent d'effectuer plusieurs étapes successives: [I'extraction séquentielle des
intermédiaires lipidiques, I'hydrolyse des dol-PP-oligosaccharides par une solution de

tétrahydrofuranne (THF) afin d’isoler les structures glycanniques, la purification de ces
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structures sur colonne de charbon, la dérivatisation par 'ANTS, et enfin le dépoét et la
migration sur le gel de polyacrylamide. La succession de ces différentes étapes est susceptible
de générer des pertes d’échantillons. Afin de visualiser les pertes éventuelles dues aux étapes
allant de I'hydrolyse par le THF a la migration par électrophorése, un standard interne, le DP4
(5 ng), a été ajouté a chaque échantillon de la culture avant d’effectuer I'hydrolyse des dol-
PP-oligosaccharides. L'intensité du signal correspondant au standard interne est présentée sur
la figure 1IV.18. Ainsi, I'intensité correspondant au DP4 est pratiguement constante pour les
sept points de la culture, ce qui témoigne de la quasi non perte de produit pouvant se produire

entre les étapes d’hydrolyse et d’électrophorese sur gel.

Intensité de la bande DP4,
unités arbitraires

0 10 24 34 48 54 78
Temps, heures

Figure 1V.18: Intensités des bandes correspondant au standard interne (DP4) ajouté a chaque
échantillon de la culture.

Un standard ayant été déposé pour chaque gel, les quantités de précurseurs
oligosaccharidiques synthétisés peuvent étre estimées au cours de la culture discontinues de
cellules CHO C5 cultivées en milieu RPMI sans sérum. L'analyse densitométrique des bandes
correspondant a la structure glycannigue montre que la quantité delaGiGIcNAC,
synthétisé est constante au cours du temps et égale a environ 8 ngédliles (figure
IV.19). Par conséquent, il n'y pas d’évolution de la quantité de précurseur synthétisé au cours

de la culture.
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Figure 1V.19: Evolution des quantités de GltansGIcNAc, (O) Glc,ManGIcNAC, (e)
Glc,ManyGIcNACc; (%), et MansGIcNAC, (V) détectés par FACE au cours de cultures discontinues de

cellules CHO C5 et 320, cultivées respectivement en milieu RPMI sans sérum et en milieu PF-BDM.

3.2.2.2 Culture discontinue de cellules CHO 320 cultivées en

milieu RPMI avec sérum

Les structures des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides, au cours de la
culture discontinue de cellules CHO 320 en milieu RPMI supplémenté par 10% de sérum, ont
été analysées par FACE a deux reprises. Malheureusement, pour une quantité de cellules
identique & celle prélevée classiquement pour I'analyse, & savdircglilles, la quantité de
glycannes portés par les dol-PP-oligosaccharides est trop faible et le signal associé ne permet
pas de réaliser une analyse densitométrique. Ces résultats ne sont donc pas exploitables et il

conviendra de réitérer I'expérience avec une quantité de cellules plus importante.
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3.2.2.3 Culture discontinue de cellules CHO 320 cultivées en
milieu PF-BDM

Les structures des glycannes portés par les dol-PP-oligosaccharides détectées par
FACE, au cours de la culture discontinue de cellules CHO 320 en milieu PF-BDM, sont
visualisées sur la figure IV.20. Quatre bandes peuvent étre distinguées sur le gel de
polyacrylamide pour les différents temps de la culture. Par comparaison avec le marqueur de
taille, 'espéce glycannique présente majoritairement correspond aMaByGICNAC,. Les
trois bandes suivantes correspondent respectivement auyMaByGICNAC, au
Glc;MangGIcNAC, etau MarRGIcNAC,.

Marqueur
de taille Oh 16h 24h 48h 57h

GlcsMangGIcNAC:

GlcaMangGIcNAC:

GlciMangGIcNAC,
MangGIcNACc:
Marqueur
de taille 72h 81h 95h 104h
GlcsMangGIcNAC:2
GlcaMangGIcNAC2
G|C1MangG|CNAC2

MangGIcNACc;,

DP7 DP7

Figure 1V.20: Visualisation par FACE des glycannes associés dol-PP-oligosaccharides au cours
d’'une culture discontinue de cellules CHO 320 cultivées en milieu PF-BDM (&ll0les).
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En ce qui concerne les cellules CHO 320 cultivées en milieu PF-BDM, en plus de la
présence de GlMansGICNAC, les especes glycanniques de type KangGICNAC;,
Glc;MangGIcNAC,, etMangGIcNAC,; sont également détectés, a des concentrations comprises
entre 4 et 10 ng/3.1@ellules. Quant & la quantité de @lanyGIcNAC,, elle évolue au cours
du temps (figure 1IV.19). En effet, détecté des concentrations comprises entre 15 et 20
ng/3.10 cellules durant les 60 premiéres heures de culture, la concentration en
GlcsMansGIcNAc, augmente ensuite pour atteindre environ 80 ng/Zélules. Au-dela de
60 heures de culture, la quantité des@BlanGIcNAc, continue augmenter progressivement
pour atteindre 140 ng/3.1@ellules aprés 100 heures de culture. Il convient de rappeler que la
quantité de GkManyGIcNAC, mesurée est la résultante de I'équilibre qui peut exister entre sa
vitesse de synthése et sa vitesse d'utilisation, c’est-a-dire de transfert sur les protéines. Ainsi,
on peut corréler I'évolution en deux phases de la quantité d&&gGIcCNAC, synthétisé a
la courbe de croissance cellulaire : aussi longtemps que les cellules sont en phase de
croissance, les dol-PP-oligosaccharides sont synthétisés a une vitesse égale a leur vitesse de
transfert sur les protéines en voie de synthése. En revanche, lorsque la croissance des cellules
est ralentie, la synthese des protéines I'est également. Si les dol-PP-oligosaccharides ont une
vitesse de synthese légerement supérieure a leur vitesse de transfert, on peut supposer qu’ils
vont avoir tendance a s’accumuler dans le RE. Cette évolution en deux phases ne s’observe
pas dans le cas de la culture discontinue de cellules CHO C5, suggérant que le
GlcsMangGIcNAC; est transféré sur les protéines tout au long de la culture et sa concentration
dans le RE semble ainsi étre trop faible pour observer une accumulation. De plus, la quantité
de précurseur de type GlManyGIcNAc, synthétisé en début de culture, entre 0 heures et 60
heures, est deux fois plus importante dans les cellules CHO 320 que dans les cellules CHO
Cb.

3.4 Discussion

La caractérisation des structures glycanniques par la méthode FACE a été développée
de facon a s’affranchir des contraintes inhérentes a l'utilisation des marquages radioactifs.
En effet, comme nous l'avons précisé auparavant, I'incorporation de la radioactivité est
directement influencée par les conditions de culture. Pour effectuer I'analyse quantitative des
glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides par FACE, les cellules sont retirées du

bioréacteur, les intermédiaires lipidiques extraits et les glycannes associés aux précurseurs
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sont marqués par une molécule fluorescente (TANTS dans notre cas), puis directement
séparés et analysés par électrophorese sur gel de polycrylamide. L'«<image » des stuctures
glycanniques obtenue a lissue de l'analyse par FACE traduit donc parfaitement I'état
physiologique des cellules au moment ou a été effectué le préléevement dans le bioréacteur.

Peu de travaux utilisent la technique FACE pour caractériser les structures
glycanniques associées aux dol-PP-oligosaccharides dans les cellules CHO (Gao et Lehrman,
2002; Yang et Butler, 2002). De plus, il est rarement question d’études cinétiques, mais plutdt
de caractérisation des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides dans des conditions
définies et a un moment precis.

Au cours de la culture réalisée en milieu RPMI sans sérum, la seule espece
glycannique associée aux dol-PP-oligosaccharides des cellules CHO C5 est le
GlcsMangGIcNAC;, ce qui corroborées résultats obtenus par CLHP couplée a un détecteur de
radioactivité. Sa concentration intracellulaire demeure constante tout au long de la culture,
mais a un niveau relativement faible.

En milieu PF-BDM, plusieurs espéces glycanniqgues associées aux dol-PP-
oligosaccharides synthétisés par les cellules CHO 320 sont détectées. En effet, les
intermédiaires GlgvlangGICNAC,, GlciMangGIcNAC,, et MangGIcNAC, sont présents, bien
que l'espece majoritaire soit également le ;MENyGICNAC,. Une augmentation de la
concentration en GiManyGIcNAc, est observée au cours de la culture discontinue, et ce
parallelement a la croissance cellulaire. Ainsi, pour une méme quantité de cellules prélevées
(3.10 cellules), la quantité de GManGIcNAc, synthétisée est plus importante en milieu
PF-BDM gu’en milieu RPMI sans sérum.

Or, le phénoméne de sous-glycosylation est observé en milieu RPMI avec et sans
sérum, mais ne se produit pas en milieu PF-BDM. Il est possible que la plus faible quantité de
dol-PP-oligosaccharides synthétisés en milieu RPMI sans sérum puisse s’avérer limitante
pour la glycosylation de I'lFNg en particulier a partir du moment ou la production d’N-N-
débute, c’est-a-dire aprés environ 20 heures de culture. On peut supposer que la moindre
quantité de dol-PP-oligosaccharides synthétisés soit insuffisante pour assurer les réactions de
la glycosylation. Le fait que la quantité de précurseurs soit constante au cours du temps peut
laisser penser que la vitesse d'utilisation des précurseurs est identique a celle de leur transfert
sur les protéines. En revanche, en milieu PF-BDM, les quantités de précurseurs
oligosaccharidiques synthétisés augmentent parallelement a la croissance cellulaire ainsi qu’'a

la production d’'IFNy. La quantité de glycannes synthétisés pourrait, dans ce cas, étre
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suffisante pour réaliser la glycosylation de la glycoprotéine recombinante et éviter ainsi le
phénomene de sous-glycosylation observé en milieu RPMI sans sérum. Il est intéressant de
noter gu'’il existe des cas de maladies dues a des déficiences dans les réactions de la
glycosylation dans lesquelles la pathologie se manifeste par une sous-glycosylation des
glycoprotéines. Ceci s’applique plus particulierement aux patients atteints de CDG de type |
(Gaoet al, 2005; Ohkureet al, 1997). En effet, la quantité de précurseurs synthétisés est
inférieure dans les cellules des patients malades en comparaison avec celles des patients sains
et les auteurs expliquent la sous-glycosylation des protéines par une moindre disponibilité des

précurseurs oligosaccharidiques.

4. Conclusion du chapitre IV

Les marquages au [B] mannose nous ont permis de suivre I'évolution de la qualité

des précurseurs oligosaccharidiques au cours d’une culture discontinue de cellules CHO C5
cultivées en milieu sans sérum. L’analyse par CLHP couplée a un détecteur de radioactivité
révele que la structure des glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides demeure constante
tout au long du procédé et de type SManyGICNAC,, structure glycannique classiquement
transférée sur les protéines en voie de synthése dans le RE. Ansi, I'hypothése d'une
modification de la structure des glycannes portés par les dol-PP-oligosaccharides, et en
particulier I'apparition de structures glycanniques tronquées au cours de la culture, ne peut

étre retenue pour expliquer la diminution de la glycosylation de site dey.IFN-

Le suivi de la quantité de glycannes associés aux dol-PP-oligosaccharides synthétisés
par la méthode FACE révéle qu’en milieu RPMI sans sérum, la quantité de glycannes reste a
niveau relativement faible durant toute la culture. En comparaison, la quantité de précurseurs
synthétisés par des cellules CHO 320 cultivées en milieu PF-BDM est deux fois plus
importante, et ce dées le début de la culture. Dans ces conditions, la macrohétérogénéité de la
glycosylation n’est pas modifiée au cours du temps. La diminution du pourcentage de
glycoformes 2N de I'IFN¢ produit par des cellules cultivées en milieu RPMI sans sérum
pourrait étre le résultat de la quantité insuffisante de dol-PP-oligosaccharides disponibles pour

la réaction de transfert sur les protéines en voie de synthése.

19z



Chapitre V

LES POOLS INTRACELLULAIRES DE NUCLEOTIDES ET
NUCLEOTIDES-SUCRES ET
LA MACROHETEROGENEITE DE LA GLYCOSYLATION DE L'TFN-y

194



Chapitre V — Les pools intracellulaires de nucléotides et nucléotides-sucres

CHAPITRE V. LES POOLS INTRACELLULAIRES DE NUCLEOTIDES ET
NUCLEOTIDES-SUCRES ET LA  MACROHETEROGENEITE DE LA
GLYCOSYLATION DE L'TFN-y

Il est clairement établi que les conditions de culture et I'environnement extracellulaire
sont susceptibles d’influencer la macrohétérogénéité de la glycosylation (Cumming, 1991;
Goochee et Monica, 1990). L'effet potentiel des paramétres intracellulaires ne doit pas étre
négligé pour autant car les mécanismes intracellulaires de la glycosylation sont étroitement
dépendants de tous les phénomenes susceptibles d’influencer I'état physiologique des
cellules. Tres peu de travaux ont étudié l'impact des facteurs intracellulaires sur la
macrohétérogénéité de la glycosylation, tout particulierement d’un point de vue cinétique.

Parmi les facteurs intracellulaires susceptibles d'influencer le processus de
glycosylation, la disponibilité en nucléotides et nucléotides-sucres intracellulaires peut étre
envisagée. En effet, les nucléotides-sucres, comme 'UDP-GIcNAc, 'UDP-GIc, le GDP-Man,
le GDP-Fuc et le CMP-NeuAc, sont les substrats primordiaux des réactions de la
glycosylation car ce sont les donneurs des groupements monosacchariques nécessaires a
I'élaboration des structures glycanniques synthétisées dans le RE (cycle des dolichols) puis
transférés sur les protéines en voie de synthese. D’autre part, les nucléotides triphospahtes,
comme le CTP et I'UTP, sont directement impliqués dans les voies de biosynthése des dol-
PP-oligosaccharides. En plus de leur role dans le processus de glycosylation dans les cellules
animales, I'ATP et le GTP constituent également des substrats primordiaux pour le
métabolisme énergétique, en tant que pourvoyeurs d’énergie.

Des lors, compte-tenu de leur fonction capitale dans les réactions de la glycosylation et
dans le maintien du métabolisme énergétique cellulaire, il semble pertinent de suivre
I'évolution des contenus intracellulaires en nucléotides et nucléotides-sucres au cours de
cultures discontinues de cellules CHO, et de déterminer si une relation peut étre établie entre

la diminution de la glycosylation de I'lFMet la disponiblité de ces molécules.
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1. Développement d'une méthode danalyse des pools intracellulaires de

nucléotides et nucléotides-sucres par CLHP de paire d'ions

Plusieurs méthodes ont été développées pour permettre le dosage des nucléotides et
nucléotides-sucres, mais celle qui est la plus couramment utilisée ces derniéres années est
I'analyse par chromatographie liquide a haute performance (CLHP).

Deux méthodes CLHP sont disponibles pour séparer et quantifier les nucléotides et
nucléotides-sucres : la CLHP d’échange d’anions (Tomiya., 2001; Xuet al, 1995) et la
CLHP de paire d’ions en phase inverse (Barnabé et Butler, 1994; Pels Rijcaen1993;

Ryll et Wagner, 1991). La CLHP échangeuse d’anions nécessite en général des temps
d’analyse relativement longs, et ne permet pas toujours de séparer les molécules souhaitées.
De plus, les colonnes échangeuse d’anions présentent en général une faible stabilité a long
terme. C’est pourquoi la CLHP en phase inverse se révéle étre une méthode de choix pour
'analyse de nucléotides et nucléotides-sucres, avec ou sans utilisation d’agents
d’appariemment, dont le role est d’assurer I'interaction entre la phase stationnaire hydrophobe
(silice de la colonne chromatographique C18) et les molécules hydrophiles contenues dans la
phase mobile (Arnaudt al, 2003; Decosterét al, 1999; Meyeret al, 1999). Cependant,

ce type de méthode ne permet pas la séparation des épimeres UDP-Glc/UDP-Gal, et
UDP-GIcNAc/UDP-GalNAc.

Nous avons ainsi développé au laboratoire une méthode d’analyse CLHP de paire
d’'ions des nucléotides et nucléotides-sucres intracellulaires, établie d’'aprés la méthode de
Ryll et Wagner (1991). Celle-ci permet de doser treize molécules, en une seule étape
chromatographique : cing nucléotides-sucres (UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-GIc, UDP-
Gal et GDP-Man) et huit nucléotides (ATP, ADP, AMP, CTP, GTP, GDP, UTP et UDP).

De plus, cette méthode offre 'avantage de pouvoir séparer, d’'une part, 'UDP-Glc de 'UDP-
Gal, et, d’autre part, 'TUDP-GIcNAc de 'UDP-GalNAc.

Afin de valider la méthode d’analyse mise au point, nous avons, dans un premier
temps, déterminé le pourcentage derreur sur la mesure, le seuil de sensibilite,
la reproductibilité de la méthode, et ce pour des mélanges standards ainsi que des échantillons

cellulaires.

Ces résultats sont présentés en détail, sous forme d’'une publication acceptée dans le journal

Analytical Biochemistry (2005).
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Dans un deuxiéme temps, cette méthode a été appliquée au suivi des pools
intracellulaires de nucléotides et nucléotides-sucres au cours de cultures discontinues de
cellules CHO cultivées dans différents milieux de culture. Ainsi, I'objectif est de déterminer
qguelle peut étre linfluence de la composition du milieu de culture sur les pools
intracellulaires de nucléotides et nucléotides-sucres, et si une relation peut étre établie entre
I’évolution des concentrations intracellulaires de ces différentes molécules et le phénoméne de

sous-glycosylation de I'lFN
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! Abbreviations used

AMP: adenosine 5’-monophosphate; ADP: adenosine 5'-diphosphate; AEC: adenylate energy
charge; ATP: adenosine 5'-triphosphate; AU: arbitrary units; CHO: Chinese hamster ovary
cell line; CV: coefficient of variance; CTP: cytidine 5'-triphosphate; FCS: fetal calf serum;
GDP: guanosine 5’-diphosphate; GDP-Man: GDP-Mannose; GTP: guanosine 5'-
triphosphate; RP-HPLC: reverse-phase high pressure liquid chromatography; SD: standard
deviation; UDP: uridine 5’-diphosphate; UDP-GIc: UDP-Glucose; UDP-Gal: UDP-Galactose;
UDP-GIcNAc: UDPN-Acetylglucosamine; UDP-GalNAc:UDR-Acetylgalactosamine;

UTP: uridine 5'-triphosphate.
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Abstract

Analysis of intracellular nucleotide and nucleotide sugar contents is essential in studying
protein glycosylation of mammalian cells. Nucleotide sugars and nucleotides are the donor
substrates of glycosyltransferases, and nucleotides are involved in cellular energy metabolism
and its regulation. A sensitive and reproducible ion-pair RP-HPLC method has been
developed, allowing the direct and simultaneous detection and quantification of some
essential nucleotides and nucleotide sugars. After a perchloric acid extraction, thirteen
molecules, eight nucleotides and five nucleotide sugars were separated, including activated
sugars such as UDP-Glucose, UDP-Galactose, GDP-MannoseNtAaBtylglucosamine,

and UDPN-Acetylgalactosamine. To validate the analytical parameters, the reproducibility,
the linearity of calibration curves, the detection limits, and the recovery were evaluated for
standard mixtures and cell extracts. The developed method is capable to resolve picomolar
quantities of nucleotides and nucleotide sugars in a single chromatographic run. The HPLC
method was then applied to quantify intracellular levels of nucleotides and nucleotide sugars
of CHO cells cultivated in a bioreactor batch process. Evolutions of the titers of nucleotides

and nucleotide sugars during the batch process are discussed.

Key words HPLC, nucleotides, nucleotide sugars, energy charge, CHO cells, glycosylation,
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Introduction

Heterologous gene expression in mammalian cells is the strategy of choice for the
production of therapeutic or diagnostic recombinant proteins when post-translational
modifications affect the biological activity or the physicochemical properties (such as stability
or clearance) of the protein of interest. However, glycosylation of recombinant proteins can be
affected by several culture parameters including nutrient limitation [1,2] and accumulation of
toxic compounds [3,4,5].

Nucleotides and nucleotide sugars are precursor molecules in biosynthetic pathways of
polypeptide glycosylation located in the cytoplasm and the Golgi apparatus [6,7]. Activated
nucleotide sugars such as UDPAcetylhexosaminés (UDPN-Acetylglucosamine and
UDP-N-Acetygalactosamine), UDP-hexoses (UDP-Glucose and UDP-Galactose) and GDP-
Mannose are donor substrates of glycosyltransferases involved in protein glycosylation
processus [4]. Therefore, their availability can influence the glycosylation of proteins [8].
Other crucial molecules affecting the glycosylation process are the ribonucleotide
triphosphates ATP, GTP, UTP and CTP; they represent the driving forces for cell growth and
energy metabolism [9] are involved in numerous cellular processes and have a widespread
regulatory potential [10].

Several analytical methods have been proposed to assay nucleotides and nucleotide
sugars, and the use of HPLC has proven to be one of the most simple and rapid method for
measuring these metabolites at the same time. In contrast, anion-exchange chromatography
allowing the separation of nucleotides that differ in their degree of phosphorylation is of
limited use for analysis of sugar nucleotides and only few applications have been reported
[11,12,13,14]. Major concerns reported in the literature regarding such columns are long

separation times, poor long-term stability and defect in separation of all compounds. Indeed,

201



Chapitre V — Les pools intracellulaires de nucléotides et nucléotides-sucres

co-elutions of UDP-Gal with AMP or of ATP with CTP have been observed [15,16].
Generally, more than one analytical step is required to separate molecules of interest. For
instance, UDP-GIc/UDP-Gal and UDP-GIcNAc/UDP-GalNAc were separated using anion
exchange and ion-pair RP HPLC [17]; in other studies, GDP-Man was measured by a
combination of concanavalin-A-Sepharose column chromatography and anion exchange
HPLC [18,19].

It is now well admitted that nucleotides and nucleotide sugars can commonly be
guantified by RP-HPLC [20,21,22] with or without ion-pairing agent [23,24,25,26]. However,
several studies using ion-pair RP-HPLC method showed that nucleotide sugars such as UDP-
GalNAc and UDP-GIcNAc, UDP-Gal and UDP-Glc or UDP-GIc and GDP-Man are co-eluted
and therefore cannot be individually quantified [27, 28, 20, 29, 2]. The same phenomenon
was observed with UDP-GIcNAc and UDP-GalNAc, GDP and AMP, ADP and GTP [30].

In this report, we describe an improved ion-pair RP-HPLC procedure, based on the
method of Ryll and Wagner [20], that allows to measure thirteen nucleotides and sugar
nucleotides, and to separate UDP-GalNAc from UDP-GIcNAc and UDP-Gal from UDP-Glc,
with only one chromatographic run. To validate our present method, reproductibility,
linearity, precision, and detection limits of the standards and cellular extracts were evaluated.
Its usefulness was demonstrated by its application during a CHO cell batch culture in
bioreactor where small variations in intracellular nucleotides and nucleotide sugars contents

as well as adenylate energy charge were measured simultaneously throughout the culture.
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Materials and methods

Chemicals

Unless indicated otherwise, all chemicals were supplied by Sigma (France) and were of

highest-purity analytical grade.

Cell line and culture medium

CHO-K1 cells have been adapted to grow in suspension. Cultures were performed with a
medium based on-MEM (GibcoBRL) containing 10% fetal calf serum (FCS) (Biological
Industries) and 4mM glutamine (GibcoBRL). The medium used for the bioreactor batch
culture was supplemented with 10mM glucose, so that the final glucose concentration at the

beginning of the culture was 20mM.

Batch CHO cell culture conditions

CHO cells initially amplified in 250ml spinner flasks incubated at 37°C and an atmosphere of
5% CQ, were harvested in mid-exponential growth phase before their inoculation in a 4-I
stirred-tank bioreactor (SGI, France). CHO cells were inoculated in the reactor & 2x10
cells/ml in a volume of 3.7 |. Cultures were run under controlled conditions in term of pH

(7.2), pQ (50% of air saturation), agitation speed (50 rpm) and temperature (37°C). These
parameters were monitored on line using a biocontroller (ADI1030, Applikon) and the

BioXpert Software (Applikon). The supernatants were collected and stored at -20°C until

required.
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Cell counting

Cell density was determined in samples, using an haematocytometer twice a day. Cell

viability was estimated according to the trypan blue exclusion method.

HPLC analysis of nucleotides and nucleotide sugars

Analyses of nucleotides and nucleotide sugars were performed based upon the method of Ryl
and Wagner [20]. Cells were extracted with perchloric acid (PCA) and neutralized extracts
were analyzed by ion-pair reverse-phase high-performance liquid chromatography (RP-

HPLC).

Extraction of intracellular nucleotides and nucleotide sugars

An average of 2-4xfcells were removed from the bioreactor and immediately centrifugated
(0°C, 1,300g, 5min). The supernatant was then discarded and 185ul of a cold 0.5M perchloric
acid solution (Labosi, France) was added to the pellet and mixed vigorously. Samples were
incubated 2min on ice and then centrifuged (4°C, 10,000g, 5min). The supernatants
containing the soluble molecules were neutralized with 42ul of cold 2.5M KOH (Fluka,
France) in 1.5M KHPO, (Fluka, France) and incubated 2min on ice. In order to remove
potassium perchlorate precipitate, the neutralized samples were centrifugated (4°C, 10,000qg, 5
min) and filtered with 0.2um filters (Millipore). The samples were stored at -70°C prior to

analysis. The extraction protocol time last approximately 30min.
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lon-Pair High-Performance Liquid Chromatography analysis

Analyses were carried out on a Waters HPLC system, composed of an autosampler (Wisp
712), a low pressure gradient pump (Module 600E) and an UV detector (Lambda-Max 481).
Separation of nucleotides and nucleotide sugars were performed at 40°C on an Alltima C18
column (3u particle size, 150mm x 4.6mm, Alltech), in combination with a guard column
cartridge (3p particle size, 7.5mm x 4.6mm, Alltech). Two buffers were used for HPLC
analysis. Buffer A was 100mM potassium phosphate buffer (Fluka) + 8mM
tetrabutylammonium bisulfate hydrogen sulfate, used as pairing reagent, pH 6.5. Buffer B was
70% buffer A plus 30% methanol (Carlo-Erba), pH 6.5. Buffers were filtered on 0.2um filters
(Millipore) and sparged with helium before use. As pH of the mobile phases will not only
affect the resolution but also the separation of molecules, to get reproducible retention data,
great care was taken in the preparation of the mobile phases, in particular regarding pH value
adjustment. The solutions were prepared freshly and stored at +4°C before use. The elution
gradient was as follows: 100% A for 5min, 0-77% B linearly for 27min, 77% B for 5min, O-
100% A for 1min and 100% A for 10min. The flow rate was kept at 1ml/min. Subtances were
detected by UV detector, at wavelength 254nm. The complete analysis of one sample required
47min.

Peak identification and peak areas integration were performed using a mixture of standards
injected before each analysis. The standard solution contained UDP-Galactose, UDP-Glucose,
GDP-Mannose, UDMN-Acetylgalactosamine, UDR-Acetylglucosamine, AMP, ADP, GDP,

UDP, ATP, CTP, GTP, and UTP (20uM of each molecule). Integrated peak areas were
quantified using the Maxima Software (Waters).

When not in use, the column was stored in 50% (v/v) methanol at 40°C or at room

temperature, depending on the frequency of analyses.
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Kinetic data analysis

Specific growth rate of cellsuf was calculated all over the batch culture. This rate was
evaluated from smoothed values of viable (Xv) and total (Xt = dead + viable) cell densities

: : . 1 dXt
according to the following equation: p=——.——
Xv dt
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Results and discussion

lon-pair RP-HPLC analysis method devel opment

lon pair RP-HPLC analysis of a standard solution

In order to set up the method, standard solutions of nucleotides and nucleotide sugars were
analyzed by RP-HPLC.

lon-pair RP-HPLC is one of the most common method used to separate nucleotides and
nucleotide sugars [20]. The substances are directly detected by the UV detector (254nm) of
the chromatographic apparatus. The method developed in this study allows to separate and
guantify eight nucleotides (AMP, ADP, ATP, GDP, GTP, CTP, UDP, UTP) and five
nucleotide sugars (UDP-Galactose, UDP-Glucose, GDP-Mannose, NdJDP-
Acetylgalactosamine, UDR-Acetylglucosamine). A typical HPLC-chromatogram of a
standard solution (30l of a standard solution containing 20puM of each selected molecule, i.e
600 pmol/injection) is represented in Fig.1. An efficient separation of all the molecules tested
was achieved, especially for UDP-Gal and UDP-GIlc on one side, and UDP-GalNAc and
UDP-GIcNAc on the other side. Contrary to most of the methods described in the literature
using ion-pair RP-HPLC [21, 22, 28, 30, 2] no co-elution was observed and all the molecules

tested were separated within a single chromatographic run.

Linearity

The linear relationship between the injected amount of nucleotides and nucleotide sugars
(from 7.5 to 6000 pmol/injection) and the peak area monitored at 254nm was tested. The
linearity of the calibration curves performed for six different molecules (ADP, AMP, CTP,

UDP-GIcNAc, GDP-Man and GTP) is shown in Fig.2. For all these compounds, peak areas
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increased linearly with an increase of the loaded amount. A similar linear relationship
between the injected amounts and the peak areas was obtained for the seven other nucleotides
and nucleotide sugars (data not shown). The values of the correlation coeffidenfstife

linear regression lanes were all close to 0.99.

Sensitivity

The previously established calibration curves allowed us to determine the sensitivity of the
HPLC method. Taking into account the ratio signal/noise, the quantification limit
corresponded to the lowest concentration capable to give a linear relation between the
amounts of injected products and their corresponding peak areas.

The quantification limit of the nucleotides and nucleotide sugars tested was dependent on the
molecule. For the defined chromatographic conditions, the detection limits (pmol/injection)
were: 7.5 (AMP), 15 (ATP, GDP, UDP-Gal, UDP-GalNAc, UDP-GIcNAc), 37.5 (ADP, CTP,

GDP-Man, UDP, UDP-GIc), 75 (GTP), 150 (UTP).

Reproducibility

Experiments operated over extended periods of time are subject to significant variations.
Therefore, results of five analyses realized over five months were compared. The variations
of retention times and peak areas of the corresponding experiments are shown in Table 1.
Both retention time and peak areas of the tested molecules were very reproducible over the
five experiments with our method. The separation profiles were almost identical, with a
coefficient variation (CV) for the retention time comprised between 0.4% (ATP, CTP, GTP
and UTP) and 1.8% (UDP). The CVs of the relative peak areas of the analyzed molecules

were also excellent, ranging from 1% (UDP) to 13% (UDP-GalNAc). Therefore, the method
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appears to be highly accurate for the determination of minute modifications of nucleotide and

nucleotide sugar titers in standard solutions.

Stability of the column

Prior to run analysis, the passage of a somewhat large volume of the mobile phase is required
for the equilibration of the column. Thus, the reversed-phase column was equilibrated with
the passage of approximately 200ml of the eluent at a flow-rate of 1ml/min.

After each gradient elution, the phase system was regenerated by flushing the column with the
mobile phase A for 10min at a flow-rate of 1ml/min. To avoid salts precipitation in the HPLC
pump valves, the system was washed with bidistilled water at a flow-rate of 0.2 ml/min for
approximately 30min. Finally, in order to remove strongly adsorbed matrix components, the
column was washed with a mixture of water/methanol (50:50, v/v) with a flow-rate of 0.2

ml/min for approximately 30min.

lon pair RP-HPLC analysis of cellular extracts

In order to validate the method for intracellular determination of nucleotides and nucleotide
sugars, cell extracts of exponentially growing CHO cells (48 h-old) grown in seruro-free
MEM have been analyzed.

In Fig.3, a typical HPLC chromatogram of a 40ul neutralized perchloric acid cell extract
(4x1@ cells) is presented. As previously shown with standard solutions, the thirteen
nucleotides and nucleotide sugars were detected in cellular extracts with an effective

separation, including the two nucleotide sugars UDP-GalNAC and UDP-GIcNAc
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Recovery of standard nucleotides and nucleotide sugars from perchloric acid treated CHO

cell extracts

To measure the sensitivity and recovery of nucleotides and nucleotide sugars extracted from
CHO cells with perchloric acid, standard nucleotides and nucleotide sugars, in measurable
quantity, were added to pellets of CHO cells (4%d€lls) before extraction; the recovery of

those added nucleotides and nucleotide sugars was determined by comparing peak areas of
the standards, peak areas of cellular extracts without standard addition, and the peak areas of
cellular extracts containing the standard molecules. Data reported in table 2 indicate that the
percentage of recovery is at least 90%. To verify that a possible degradation of nucleotides
and nucleotide sugars could occur during the perchloric acid extraction, the same procedure
was performed with standard solutions only (). Extracts were separated by HPLC and
chromatograms were compared with those obtained with unextracted standard solutions. Our
results indicated that perchloric acid does not cause any degradative effect on nucleotides and
nucleotide sugars contained in standard solutions suggesting that the material lost during the
procedure might be due to a co-precipitation with potassium perchlorate (data not shown).

In addition, the concentration of each compound in the same extracted standard solutions was

not significantly modified after a storage of 5 months at -80°C(data not shown).

Linearity and sensitivity

Fig.4 represents the relationship between the injected volume (2l to 60ul) of cellular extracts
(4x10 cells) and the corresponding peak area detected. The curves are linear for all the six
compounds presented, with correlation coefficients valif@<lose to 0.99 for all of them.

Similar results have been obtained with the seven other molecules (data not shown).
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When the extraction is performed with 4%xlls, all the nucleotides and nucleotide sugars
are quantifiable with an injected volume ranging from 2ul to 60ul. Therefore, an injection

volume of 30ul-40ul seems to be a good compromise for the molecules assayed.

Reproducibility

Table 3 reports the day-to-day variations of retention time and peak area for nucleotides and
nucleotide sugars extracted from CHO cells (#x¥is). Fiveanalyses were performed over

2 months: as for standard mixture solutions, separations were very reproducible for
nucleotides and nucleotide sugars extracted from CHO cells. The CVs of the retention times
(0.04%-0.36%) and relative peak areas (0.7%-5.6%) indicated a good run-to-run precision of

the method upon perchloric acid extraction of cell samples.

Therefore, this fast, sensitive and high resolution ion-pair RP-HPLC method appears to be an
excellent tool for resolving picomolar quantities of mixtures of nucleotides and nucleotide
sugars. With a single chromatographic run, a complete pattern of metabolites which are
known to be involved in energy metabolism and N-glycosylation processus can be obtained.
All the molecules are well separated, and the assay is able to separate the glucose-galactose

epimers of UDP-hexosamines and UDP-hexoses.

Bioreactor batch culture of CHO cdlls

The developed RP-HPLC method was applied to investigate intracellular pools of nucleotides

and nucleotide sugars of CHO cells cultivated in bioreactor in batch process.
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Cell growth kinetic

In bioreactor batch culture, CHO-K1 cells were inoculated at 2&#ls/ml into a-MEM
medium, containing 10% fetal calf serum, 20mM glucose and 4mM glutamine. Evolution of
viable cell density and viability during the batch process is presented in Fig.5. The maximal
cell density was reached after about 100h of culture (9.85eellB/ml); this growing phase

was followed by a decline phase, where nutrient limitation (neither glucose nor glutamine) or
inhibition by a specific compound occurred, resulting in a strong cell viability decrease down

to 25% after 140h of culture.

Nucleotide and nucleotide sugar intracellular concentrations of CHO cells cultivated in batch
process

Intracellular levels of nucleotides and nucleotide sugars were analyzed during the time course
of a CHO-K1 cells batch culture. Extracts of perchloric acid-treated cells were collected and
analyzed according to the ion-pair RP-HPLC method, described previously. Time aburse
intracellular concentrations of nucleotides and nucleotide sugars are presented in Fig.6. None
of the profiles of intracellular pools of triphosphate nucleotides stabilized during the 140h
culture; ATP, CTP, GTP and UTP slightly increased during the first 40h of the culture, until
the maximal specific growth rate was reached: maximal concentrations of CTP, GTP ATP
and UTP were 1.4%x1, 2.58.2, 154.2 and 58.4 fmol/viable cell respectively. This
increase was followed by a continuous decline phase with a strong decrease in ATP content
(77%) between 40h and 140h of culture. The same phenomenon was observed for CTP

(65%), GTP (90%) and UTP (80%) as those nucleotides require ATP for their biosynthesis.

Over the time course of the culture, the total intracellular concentration of adenylate

nucleotides (AMP+ADP+ATP) remained relatively constant, at a mean value of213}.4+
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fmol/viable cell, though the adenylate energy charge ratio (AEC), defined as
(ATP+0.5ADP) / (AMP+ADP+ATP) [10], varied during the course of the -culture
(Table 4). This parameter is an index of the capacity of cells to promote high energy level
phosphorylation and therefore constitutes an indicator of the metabolic and physiological
status of the cells. Generally, AEC tends to a high value, around 0.9, in exponentially growing
cells whereas it falls to 0.6 during the stationary phase. In this study, the AEC ratio was high
at the start of the culture (0.9) and began to decrease to a value of 0.82 after 40h of culture. As
the culture time progressed, this parameter decreased to reach final values around 0.5-0.6. The
AEC ratio decline can be linked to a worsening cellular physiological status [31, 32] and is
correlated with the decrease in the triphosphate nucleotides. This pattern is in agreement with

the decrease in cell viability at the end of the culture.

As for the triphosphate nucleotides, UDP-GIlc and UDP-Gal intracellular pools (linked by an
epimerisation mechanism) increased during the first 40h of the culture. In fact, as expected
from the literature [17]apart from the first 40h (exponential growth phase) of the process,
the UDP-Gal:UDP-GIc ratio was maintained at approximately 1:4 over the duration of the
culture. UDP-Glc content reached a maximal value of G&4mol/viable cell after around

40h, whereas UDP-Gal concentration increased only to @.25tnol/viable cell after 80h of
cultivation. Then, both UDP-glc and UDP-gal concentrations continuously decreased to reach
2.840.3 and 0.88.06 fmol/viable cell respectively after 140h of culture. Such a decline in
UDP-GIc was also observed in antibody producing NSO cells cultivated in batch process [17],
when the specific growth rate declined. In our study, this phenomenon may be caused by a
decrease in intracellular UTP on the one hand and by an increase in UDP upQ@ 3.4+
fmol/viable cell on the other hand. Though UMP was not measured it can be assumed that the

uridylate homeostasis was maintained.
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In contrast, UDP-GIcNAc and UDP-GalNAc titers continuously increased to reach a peak
value of 8.84 and 2.56.3 fmol/viable cell respectively after 40h of culture, as the specific
growth rate started to decrease. In fact, it is well established that an increase in intracellular
contents of UDP-GIcNAc and UDP-GalNAc during the late exponential phase is a
consequence of ammonia accumulation [3, 33] of which concentration rezeh&dnM in

the culture medium. Besides, accumulation of UDP-GIcNAc and UDP-GalNAc may explain
the simultaneous decrease in intracellular UTP in parallel to an accumulation of UDP. Similar
results were obtained for glucose limited batch and fed-batch experiments showing a

correlation between UDP-GNACc concentrations and the UTP pool [2].

GDP-Man, an important intermediate specifically involved in glycosylation, remained at a
relatively low but constant concentration of @734 fmol / viable cell during the first 40h of
culture. Then GDP-Man increased progressively to reactd24tnol/viable cell upon 140h
of cultivation. GDP-Man accumulated though GTP intracellular titer decreased, suggesting

that GTP is not a limiting factor for the synthesis of GDP-Man.
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Conclusion

A rapid, sensitive, reproducible and high resolution ion-pair RP-HPLC method was developed
to resolve and quantify picomolar quantities of nucleotides and nucleotide sugars extracted
from CHO mammalian cells. With a single chromatographic run, a complete set of
metabolites which are known to be involved in energy metabolism and N-glycosylation
processus were analyzed. Contrary to most of the ion-pair RP-HPLC methods described so
far, all metabolites assayed were well separated and in particular the glucose-galactose
epimers of UDPAN-Acetylhexosamines and UDP-hexoses. The method is sensitive enough to
measure, during the course of a batch culture, variations of aforementioned cellular substance
concentrations. This ion-pair RP-HPLC method presents great advantages in studies in which
variations of nucleotides and nucleotide sugars, which are critical parameters for cell energy

and protein glycosylation, would be assessed.
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Table 1. Reproducibility of the retention times and the peak areas of a 30 pl of a nucleotide

and nucleotide sugar standard mixture (20uM of each molecule) in mutiple runs.

Retention time (min) Peak area (UA)

Mean sp CV° (%) Mean sB CV° (%)
UDP 10.9 0.2 1.8 46500 500 1
UDP-Gal 12.9 0.1 0.7 49700 600 1.2
UDP-Glc 13.7 0.1 0.7 29650 450 15
GDP-Man 14.6 0.1 0.6 45660 5000 11
UDP-GalNAc 15.1 0.1 0.6 25800 3300 13
UDP-GIcNAc 15.6 0.2 1.3 50200 2300 4.6
AMP 16.1 0.2 1.2 136900 2600 1.9
GDP 17.7 0.2 1.1 74700 2100 2.8
CTP 22.4 0.1 0.4 36000 1000 2.8
ADP 25.3 0.1 0.4 48000 2000 4.1
UuTP 26 0.1 0.4 18500 800 4.3
GTP 26.5 0.1 0.4 25200 700 2.8
ATP 31.8 0.1 0.3 90000 1000 11

Note: The data were collected from 5 HPLC runs realized over 2 months.
2SD, standard deviation.

bCV, coefficient of variance.
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Table 2: Standard nucleotide and nucleotide sugar recoveries (%) after perchloric acid

extraction of CHO cells.

Cellular extract Internal standard

Measured amount in
Amount in cellular  Injected amount

cell extract Recovery (%}
extract (pmol) (pmol)
(pmol)
UDP 576 2000 1897 95
UDP-Gal 81 200 176 88
UDP-Glc 625 2000 1901 95
GDP-Man 258 800 723 90.4
UDP-GalNAc 1077 3000 2725 90.8
UDP-GIcNACc 335 1000 972 91.2
AMP 347 1000 990 99
GDP 282 800 752 94
CTP 839 2000 1728 86
ADP 2448 7000 6824 97.5
UTP 6423 20000 18872 94.4
GTP 4415 10000 9320 93.2
ATP 5528 15000 14520 96.8

Note The experiments were performed in duplicate.

#Recovery : experimental/theoretical
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Table 3: Reproducibility of the retention times and peak areas of nucleotides and nucleotide
sugars contained in 40pl of a neutralized perchloric acid CHO cells extract’ (dedl€)

48 h-old). The data were collected from 5 HPLC runs performed within 2 months.

Retention time (min) Peak area (AU)
Mean sB CV® (%) Mean sSP CV® (%)

UDP 10.9 0.04 0.36 30600 450 1.5
UDP-Gal 12.6 0.02 0.15 8130 100 1.2
UDP-Glc 13.3 0.02 0.15 39500 500 1.25
GDP-Man 14.6 0.03 0.20 27600 1540 5.6
UDP-GalNAc 15 0.04 0.26 15200 660 4.3
UDP-GIcNAc 15.6 0.03 0.16 39500 1040 2.6
AMP 15.9 0.02 0.20 99500 1070 1
GDP 17.7 0.04 0.22 43000 820 19
CTP 22.3 0.02 0.09 56000 1020 1.8
ADP 25.2 0.01 0.04 248000 8220 3.3
UTP 25.8 0.02 0.07 197500 3350 1.7
GTP 26.3 0.04 0.15 210400 4820 2.3
ATP 31.5 0.03 0.09 997140 7300 0.7

Note The data were collected from 5 HPLC runs realized over 2 months.
2SD, standard deviation.
b CV, coefficient of variance.

AU: arbitrary units
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Table 4: Evolution of the total intracellular concentration of adenylate nucleotides
(AN=AMP+ADP+ATP) expressed in fmol/viable cell, and adenylate energy charge ratio

(AEC) during the course of the CHO cell batch culture.

Before 40h 54h 80h 130h
AN 13.7 16 17 16.9
AEC 0.87 0.82 0.65 0.5
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Fig.1: lon-pair RP-HLPC chromatogram of 30ul of a standard solution of 13 nucleotides and

nucleotide sugars. The concentration of each compound was 20uM (600 pmol injected).
Separations were performed with a reverse phase column, the wavelength of UV detection
was 254 nm, and column temperature was set a 40°C. Details about elution conditions are

provided in Materials and Methods.
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After a neutralization step, soluble nucleotides and nucleotide sugars were then analyzed by
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Résumé des résultats présentés dans la publication

La méthode d’analyse par CLHP de paire d’ions easphinverse développée au
laboratoire permet la séparation et la quantification de treize nucléotides et nucléotides-sucres
en une seule étape chromatographiqgue (UDP-GIcNAc, UDP-GalNAc, UDP-GIc, UDP-Gal et
GDP-Man, ATP, ADP, AMP, CTP, GTP, GDP, UTP et UDP). La détection est réalisée en
UV, a 254 nm. Les treize molécules sont bien séparées et aucune coélution, susceptible de
perturber la quantification, n’est obtenue. De plus, contrairement a la majorité des méthodes
CLHP de paire d’ions, nos conditions d’analyse permettent la séparation, d'une part, de
'UDP-GIc et de 'UDP-Gal, et d’autre part, de TUDP-GalNAc et de I'UDP-GIcNAc. Pour les
mélanges standards, le pourcentage d’erreur sur la mesure est compris entre 1% et 13% pour
'UDP et 'UDP-GalNAc respectivement. Les seuils de sensibilité varient en fonction de la
molécule considérée, et sont compris entre 7,5 et 150 pmol/injection pour 'AMP et 'TUTP
respectivement.

En ce qui concerne les échantillons cellulaires, les nucléotides et nucléotides-sucres
intracellulaires sont extraits a I'aide d’acide perchlorique, qui n'a pas d’effet notoire sur les
molécules dosées. Une quantité de cellules raisonnable, comprise erfteel.ids et 4.1
cellules, permet de réaliser une analyse CLHP des nucléotides et nucléotides-sucres
intracellulaires. Tout comme pour les mélanges standards, on n’observe pas de co-élution
susceptible de géner la quantification. Les seuils de sensibilité déterminés sont de 'ordre de la
fmol/cellule pour les échantillons cellulaires.

Afin de confirmer la validité de la méthode, elle a été appliqguée au suivi de I'évolution
des concentrations intracellulaires des nucléotides et nucléotides-sucres, au cours d’'une
culture discontinue de cellules CHO-K1, cultivées en miieMEM supplémenté par 10%
de sérum. Ainsi, la méthode d’analyse développée au laboratoire permet de suivre I'évolution
des concentrations intracellulaires des treize molécules et de les quantifier tout au long de la
culture discontinue. L'UDP-Glc et 'UDP-Gal et 'UDP-GalNAc et 'UDP-GIcNAc sont
également séparés et quantifiables dans les extraits cellulaires. Compte tenu de sa résolution,
cette méthode nous permet en outre de suivre, au cours du temps, I'évolution de la charge

energétique des cellules.
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2. Suivi des pools intracellulaires de nucléotides et nucléotides-sucres au cours
de cultures discontinues de cellules CHO productrices d'IFN-y dans différents

milieux de culture

Les nucléotides-sucres constituent des intermédiaires essentiels a la synthése des
précurseurs oligosaccharidiques, car ces molécules sont donneuses de groupements
monosaccharidiqgues. Ces groupements sont issus de nucléotides-sucres activés
(UDP-Galactose, UDP-Glucose, UDP-N-Acétylgalactosamine UDP-N-Acétylglucosamine,
GDP-Mannose, ...) et constituent les substrats des glycosyltransférases intervenant dans
I'élaboration des structures glycanniques, ensuite transférées sur les protéines en voie de
synthese ou participant au processus de maturation débutant dans le RE et se poursuivant dans
I'appareil de Golgi. Les nucléotides (ATP, GDP, GTP, CTP, UDP, UTP, AMP, ADP) et
leurs dérivés sont impliqués de facon indirecte dans le processus de N-glycosylation mais
jouent également un réle essentiel dans le maintien du métabolisme énergétique cellulaire.
Ces nucléotides et nucléotides-sucres étant impliqués dans la biosynthése des précurseurs
oligosaccharidiques, nous avons suivi I'évolution de leurs concentrations intracellulaires au
cours de cultures de cellules CHO réalisées dans différentes conditions, et établir une relation

potentielle avec I'évolution de la macrohétérogénéité de la glycosylation dey'IFN-

Des cultures discontinues de cellules CHO en bioréacteurs ont été mises en ceuvre
dans différents milieux de culture. En raison de leur composition différente, les milieux de
culture suivants ont été utilisés : le milieu RPMI avec et sans sérum et le milieu PF-BDM. Au
regard de la composition en terme de diversité des composants ainsi qu’en terme de quantité
des éléments présents dans chaque milieu, un classement dans la richesse de composition des
milieux utilisés peut étre établi. Ainsi, le milieu RPMI sans sérum peut étre considéré comme
relativement pauvre. En présence de sérum, le milieu RPMI présente une composition un peu
plus riche, mais néanmoins inférieure a celle retrouvée dans le milieu PF-BDM (tableau 11.1
du chapitre II). En effet, bien que ce dernier soit un milieu sans sérum et sans protéines,

il posséde une variété de molécules qui le composent tout a fait intéressante. Les acides
aminés et les éléments minéraux sont présents en quantité supérieure, en comparaison avec le
milieu RPMI sans sérum. Des molécules comme les vitamines, les cofacteurs ou les
précurseurs nucléotidiques n’entrent pas du tout dans la composition du milieu RPMI, alors

gu’ils sont retrouvés en quantité non négligeable dans le milieu PF-BDM. Les concentrations
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de nombreuses de ces molécules sont supérieures a celles présentes dans le milieu de base
RPMI mais également a celles présentes dans le sérum. Des cultures ont donc été réalisées en
milieu RPMI avec et sans sérum ainsi qu’en milieu PF-BDM et les concentrations en
nucléotides et nucléotides-sucres intracellulaires ainsi que [I'évolution de la
macrohétérogénéité de la glycosylation de I'NFNRt été suivies au cours du temps.

Les deux lignées cellulaires utilisées pour ces cultures discontinues sont les lignées
CHO 320 et C5. La lignée C5 résulte de la transfection de la lignée 320 par un gene codant
unea?2,6-sialyltransférase. Les travaux de Lamotte (1997) ont montré que la transfection avec
'ADNc codant unea?2,6-sialyltransférase ne modifiait pas la macrohétérogénéité de la

glycosylation de I'lFNy.

2.1 Les nucléotides puriques et pyrimidiques

L’évolution des concentrations intracellulaires en ATP, CTP, GTP et UTP, au cours
des cultures discontinues dans les differents milieux de culture, est présentée sur les
figures V.1 et V.2.

En milieu RPMI avec ou sans sérum, les concentrations en ATP, CTP, GTP et UTP
suivent des évolutions tout a fait comparables : de facon générale, on peut observer une
augmentation de la concentration de chacun des nucléotides triphosphates jusqu’a atteindre un
maximum, coincidant avec la phase exponentielle de croissance, aprés quoi ces concentrations
intracellulaires diminuent progressivement jusqu’en fin de culture (figure V.1 et V.2). Les
concentrations maximales en ATP, CTP, GTP et UTP sont respectivement de l'ordre de
1140,9, 1,29,06, 2,598,2 et 40,3 fmol/cellule. En fin de culture, elles sont voisines d@ 2+
fmol/cellule pour I'ATP, 0,48,03 fmol/cellule pour 'UTP et le GTP alors que la
concentration en CTP est pratiquement nulle. Le pool de nucléotides adényliques
(ATP+ADP+AMP) reste relativement constant tout au long de la culture puisqu’il est voisin
d’'une valeur de 12xfmol/cellule. Ceci témoigne du maintien, d’'une part, de 'homéostase et,
d’autre part, valide la fiabilité des résultats obtenus par la méthode d’analyse CLHP de paire
d’ions développée pour notre étude.

En présence de sérum, les concentrations maximales en ATP, CTP, GTP et UTP sont
voisines de celles mesurées en milieu sans sérum, et sont respectivement 6,10,6+

1,440,08, 2,79,25 et 58,4 fmol/cellule. En fin de culture, la concentration intracellulaire en
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ATP est de l'ordre de Z%x2, de 0,58,05 pour le GTP, et de &90,1 fmol/cellule pour
'UTP. Quant au CTP, il est quasiment consommeé dans sa totalité.

Les évolutions des contenus intracellulaires en nucléotides triphosphates au cours des
deux cultures réalisées en milieu PF-BDM sont relativement similaires pour les cellules CHO
C5 et CHO 320, c’est pourquoi ne seront décrits, dans les lignes qui suivent, seuls les résultats
relatifs a la culture des cellules CHO C5 en milieu PF-BDM. Les concentrations maximales
en nucléotides triphosphates sont plus élevées qu’en milieu RPMI avec ou sans sérum, et sont
égales a 13k, 1,740,1, 3,58,35 et 5,18,4 fmol/cellule pour I'ATP, le CTP, le GTP et 'TUTP
respectivement ; en fin de culture, elles sont respectivementj#, :20,02, 0,69,06 et
0,640,05 fmol/cellule. On peut également remarquer que les décroissances de chacun des
nucléotides triphosphates sont moins brutales. En effet, a titre de comparaison, les
concentrations intracellulaires en ATP, CTP, GTP et UTP dans les cellules CHO C5 chutent
respectivement d’environ 75%, 88%, 60% et 70% entre 25 et 70 heures en milieu RPMI sans
sérum, alors qu’elles ne diminuent que de 40%, 55%, 35% et 55% pour le méme laps de
temps dans les cellules CHO C5 cultivées en milieu PF-BDM (Figure V.2). Comme attendu,
le pool de nucléotides adényliques (ATP+ADP+AMP) en milieu PF-BDM n’est pas plus
élevé qu’en milieu RPMI avec ou sans sérum, et reste relativement constant tout au long de la

culture (valeur moyenne de 12#mol/cellule).
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Figure V.1: Evolution des concentrations intracellulaires en GBR GTP (), AMP (4), ADP (®)
et ATP (O) au cours de cultures discontinues de cellules CHO C5 et 320, cultivées en milieu RPMI

avec et sans sérum, et en milieu PF-BDM.

2.2 Les nucléotides-sucres

2.2.1 Le GDP-Mannose

Dans les quatre conditions de culture, le GDP-Man suit une évolution comparable :
son contenu intracellulaire reste constant et & des valeurs relativement faibles en début de
culture (0,58,05 fmol/cellule) (figure V.2). Dans une deuxiéme phase, la concentration en
GDP-Man augmente progressivement au cours du temps pour atteindre, en fin de culture, des
concentrations comparables quel que soit le milieu de culture utilisé, a savdi23,5+

fmol/cellule.
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On peut supposer que le GDP-Man est utilisé de facon relativement importante en début de
culture, d’ou une certaine stabilité de sa concentration, a des valeurs relativement basses. En
revanche, son augmentation dans une deuxieme phase peut s’expliquer par une utilisation
moindre de ce précurseur dans les différentes réactions dans lesquelles il est impliqué et
aboutirait & son accumulation. En milieu PF-BDM, sa concentration reste faible plus

longtemps, durant envion 60 heures.
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