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Démarche de la production
d'une protéine
recombinante

!

Transformer génétiguement des cellules ou
des organismes avec un gene provenant d'un
autre organisme afin de leur faire exprimer la

protéine d'intérét correspondante (expression
héterologue).
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Les étapes de la production

Amplification du gene d'intérét
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Les étapes de la production

eInsertion dans un vecteur

ADN{ghled'm

Ligation oy
( g Vecteur recombiné
Vecteur
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Les étapes de la production

*Transfert dans |'organisme receveur

O Transformation

Vecteur recombiné

Cellule héte recombinée
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Les étapes de la production

Production

Protéine recombinante

Cellule héte recombinée
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Pourquol produire dans un autre
organisme ?

*Obtenir une protéine isolée de son
environnement

*Maitriser ce qui est produit et comment
Purifier facilement le produit

Produire en quantité et qguand on veut
*Transformer "a volonté"
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Objectifs de la production

En recherche

Acquerir des connaissances sur la proteine:
*Sa structure
*Son activité
*Ses interactions
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Objectifs de la production

Dans les autres domaines
*Eviter les contaminations sanitaires

*Travailler avec une molécule pure sans
melange

Pouvoir la reconnaitre : tracabilité (TAG)

Connaitre parfaitement lI'innocuite de la
molécule (allergie)
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Historic ue et economle
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Historique & Economie

Premieres protéines recombinantes
«1982 : Insuline

vers 1985 : Erythropoietine
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Evolution de la part des médicaments
obtenue par des biotechnologies

1988 : 1 % du marché pour 10 Milliards d'€
2003 : 15 % du marché pour 29 Milliards d'€

!

2006 : 50 % des médicaments obtenus par
biotechnologie sont des protéines therapeutiques et
des anticorps
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En 2006

100 produits pharmaceutiques
*\accins

*Anticorps therapeutiques

‘Interférons

Facteurs sanguins

*Facteurs de croissance hématopoiétique
‘Hormones de croissance

sInterleukine
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En 2006

*70 % des médicaments biotech ont
moins de six ans

370 médicaments et vaccins en tests
clinigues
200 maladies ciblées

*Cancers, Alzheimer, cardiopathies, diabete,
sclérose en plaque, SIDA, ...
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Une production gui se diversifie

‘Bio-plastiques

‘Enzymes (industrie, santé, diagnostic,
cosmetique, environnement)

Nutraceutique
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Les differentes stratégies
de productlon
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Les organismes de production

Procaryotes
‘Bactéries

Eucaryotes

*Levures

Cellules d'insectes / baculovirus
 Cellules de mammiferes
Champignon

‘Plantes et animaux transgéniques
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E. coli
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Bacteries

_e moins cher
_imité aux protéines simples

Peu ou pas de modifications post-traductionnelles

‘Utilisée en recherche et en production
*Autres type : Bacillus subtilis...
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Qj"i«
Levures O@

Saccharomyces cerevisiae
‘Mémes avantages gue les bactéries
‘Risques immunogenes élevés pour I'homme
Modifications post-traductionnelles

Autre type : Pichia pasteuris...
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Champignon

Ex Aspergillus nidulans
‘Peu utilisé
*Produit protéines sécrétees

Les modifications post-traductionnelles
changent les propriétés pharmacologiques
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Cellules d'insectes infectees par
Baculovirus

Lignée de cellules de lépidoptere...
Production de protéines variées

*Utilisées surtout en recherche

‘Bonnes modifications post-traductionnelles

Protéine excréetée
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Culture de cellules de

mammiferes
Cellule d'ovaire de Hamster chinois

(CHO), cellules humaines...

Systeme standard de production des
protéines complexes de bonne qualité
(anticorps)

‘Rendement faible

*Colts éleves

‘Risques de contamination
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Plantes transgéeniques

Tabac, mais, orge...

Production en tres grande quantite
Codut tres faible

Pas de risques de contaminations
‘Necessité d'humaniser les protéines
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Animaux transgenigues

Chevre, poulet, semence de porc...
Permet de produire en grande quantite (lait)
‘Protéines complexes et correctement
glycosylées et repliées

*Colt eleve mais moins que les cultures
cellulaires

‘Risques élevés de contamination virale...
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Choix du syteme d expressmn
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Choix du systeme d'expression
Questions a se poser ?
*Quel type de protéine veut-on exprimer ?

*Est-ce que la protéine est soluble quand on
exprime dans E. coli ?

La protéine a-t-elle besoin de modification
post-traductionnelles ?

*Quel est le codon "usage" de la protéine a
oroduire ?

ALIMENTATION

AGRICULTURE
ENVIRONNEMENT




PROTEINE d'Eucaryote PROTEINE de Procaryote

} |

Test dans E. coli Production dans E. coli

*Quel type de |

protéine veut-on v N\

ex p ri mer ) Protéine soluble  Protéine non soluble

} |

‘Est-ce que la
q -Essais de solubilisation des corps d'inclusion

p I‘O'[él ne eSt -Production en fusion avec protéine tres soluble
soluble quand on (ex:GST, THRX, MBP)
exprime dans E. l
CO I | ? Protéine soluble ?
Oul NON

(Passage vers I'expressiorj

en systéme Eucaryote




Production de proteines:recombinantes 22 avril 2006

Choix du systeme d'expression
Questions a se poser ?

La protéine souhaitée a-t-elle besoin de
modifications post-traductionnelles
complexes?

‘NON — systeme Prok peut suffire
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Choix du systeme d'expression
Questions a se poser ?

La protéine souhaitée a-t-elle besoin de
modifications post-traductionnelles complexes ?

OUl — choisir en général un systeme EUK

Attention : les cellules eucaryotes ne pratiqguent
pas toutes les mémes modifications.
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Choix du systeme d'expression

Production en procaryote possible

-

‘ingénierie des protéines

‘modifications post-traductionnelles
ex-vivo
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Choix du systeme d'expression

Questions a se poser ?

La protéine souhaitée a-t-elle besoin de
modifications post-traductionnelles
complexes ?

Attention : les cellules eucaryotes ne
pratiguent pas toutes les mémes
modifications.
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Choix du systeme d'expression
Des questions a se poser ?

*Quel est l'utilisation des codons (codon
usage) pour ma proteine ?

»La quantité d'ARNt pour un méme
codon est variable d'une espece a une
autre. nttp://iwww.kazusa.org.jp/codon/
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Choix du systeme d'expression

Codons majeurs

!

c Genes hautement exprimeés

ARNTt présents en grande quantité
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Choix du systeme d'expression

Codons mineurs (ou rares)

!

c Genes a niveau d'expression bas

ARNTt présents en faible quantité

ALIMENTATION

AGRICULTURE
ENVIRONNEMENT




Production de proteines:recombinantes 22 avril 2006

Choix du systeme d'expression
Quelles conséquences ?

Production de protéines tronquees
Decalage du cadre de lecture

Mauvaise incorporation d'acides-amineés
sInhibition de la synthese de la protéine

- Rendement faible
‘ - Protéine de mauvaise qualité
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Choix du systeme d'expression
Quelles solutions ?

‘Mutagenese "site dirigée"
*Co-expression de la protéine et des genes
codant pour les ARNt rares

Utilisation de souche qui codent certains
ARNTt rares (ex : BL21, Rosetta ...)

Résultats — Changer de systeme
non concluants d'expression

ALIMENTATION

AGRICULTURE
ENVIRONNEMENT




Production de proteines recombinantes
. exemple dans E. coli
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Du gene a la protéine

Amplification du gene d'intérét
sInsertion dans un vecteur

*Transfert dans |'organisme receveur
*Extraction et récuperation de la protéine
Purification
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Production dans E. coll

RECUPERATION DU GENE D'INTERET
T 2T = 2000
l —-—ny

RT PCR d' J l \/
Vlr J PCR \/

/
PCR ADNc i é \/ \/

| 0

— Géne ou insert
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. es vecteurs

Définition . Un vecteur désigne un systeme
permettant le transfert, la réplication et
‘expression d'un gene dans une cellule hote
Dour un clonage ou une transgénese.

(par extension tout ce qui permet un transfert)
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. es vecteurs

*ADN
‘Plasmide bactérien
*YAC (chromosome artificiel de levure)

Cosmide (chromosome artificiel de
bactérie)

*Virus
Liposome (transfert uniqguement)

ALIMENTATION

AGRICULTURE

ENVIRONNEMENT



Production de proteines:recombinantes 22 avril 2006

Le plasmide bactérien

/ADN circulaire

Petite taille

(3000 a 100 000 pb)
‘Réplication indéependante
(ORI indépendante)
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Le plasmide bactérien

Polylinker : succession de
sites de restriction enzymatique

Gene de résistance
a l'ampicilline

Gene de résistance
a la Kanamycine

ORI Origine de réplication
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Le plasmide bactérien

Ses outils :

*Sites de restriction

Genes de résistance

‘Promoteur de la T7 RNA polymeérase

‘Marqueurs et protéines fusion (His-Tag,
MBP...)

Operon Lac
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Le clona e
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Production dans E. coll

Outils : sites de restriction

RECOMBINAISON DU VECTEUR

Site de coupure des enzymes

Vecteur O ‘ , (
Digestion
Vecteur recombinant O

Ligation

enzymatique
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Production dans E. coll

Outils : Genes de resistance aux antibiotiques

TRANSFORMATION DE LA BACTERIE

_4—-

Transformation :
-choc thermique
-électroporation...

Bactérie recombinante
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Production dans E. coll

Outils : Opéron Lac, IPTG, pLys

EXPRESSION DE LA PROTEINE DANS LA BACTERIE
Induction IPTG

Protéine d'intérét

Expression

—
—

pLys Protéines de la bactérie
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Production dans E. coll
Outils : Opéron Lac, IPTG, pLys

Protéine répresseur du géne Lac

\‘ﬁ e D

|I'||'II|:I|I‘I:ELIr de la T7 Polymerase ()

ADN bactérie E Plasmide pLys
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Production dans E. coll
Outils : Opéron Lac, IPTG, pLys

Protéine d'intérét

O
Inhibiteur de laT7 Polymerase
ADN bactérie Plasmide pLys Plasmide
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Production dans E. coll

*En Erlens : tests et
production de 1 a 2 litres

Conditions controlées
minimales (temperature,
agitation).

Fermenteur de 4 litres

*En Fermenteur : Conditions
contrblées plus importantes

Température, pH, O,,
agitation.
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Production dans E. coli

Fermenteurs de 35| et 300 |

‘Rendements de l'ordre de
1,5r a 2 g/l en production
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Extraction et purlflcatlon %
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Production dans E. coll

Outils : protéine fusion (solubilisation)

EXTRACTION DE LA PROTEINE

) ) &
Vé 1 7 A .. .
Protg!ne d'intérét B . ._t_?::q. X O traction
Proteine de la bacterie oo 8 0 o %
- Sonication
: - Homogéniseur

— - Lyse enzymatique
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Production dans E. coll

Extraction des protéines

Objectif : rompre les parois des
cellules pour récupérer les protéines.
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Production dans E. coll

‘Méthode repandue

*Rupture des cellules
par effet de cisaillement et cavitation

Limites : contrble de la température
difficile au dela de 50g d'échantillon

Sonication
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Productlon dans E. coll

Homogéniseur

Effet de Cisaillement par
difference de pression

*Pression de 6000 a 40 000
psSi

Systeme de contrdle de la
température

Production a grande
échelle

*Débit 2,6 a 66 I/h
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Production dans E. coll
Lysosyme

Digestion des peptidoglycanes des parois
bactériennes

Permeéabilisation pour les gram - donc E. coli (Tris)

Libération de beaucoup d'ADN (DNase 1 ug/ml)
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Production dans E. coll

Principe de la protéine fusion

N ter C ter

F Tag Histidine

. . Site de clivage
Protéine fusion : : _ |
-Glutathione S transferase - acide PQ  (Proline-Glutamine)

*Thioredoxine -Enzymatique (TEV protéase)
*Maltose binding...
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Production dans E. coll

Intéréts de la protéine fusion

‘Permettre un bon repliement de la
protéine

Permettre une meilleure solubilité
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Production dans E. coll

Intéréts du Tag

«Séparation de la protéine d'interét des
autres constituants

En C-ter permet de s'assurer de
I'intégrité de la proteéine
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Production dans E. coll

PURIFICATION

Purification :

- chromatographie d'exclusion
- chromatographie d'affinité (Ni)...

Outils : Marquage
de la protéine
(ex His-Tag...)

Protéine recombinante pure
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Production dans E. coll

Elution de la colonne
Densité optique

-

ai

ALIMENTATION

Chromatographie
d'exclusion

L2 E€E ¥ S 9L 86 0L LLZLEL FL SL

saan|a
suonIel
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Production dans E. coll

Dépdt Lavage Elution

Chromatographie
d'affinité
électrostatique

Ni?* se lie
aux poly-Histidines

%)89 Protéine
d'intérét
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Conclusmn
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Production de protéines
recombinantes

«1953 : découverte de I'ADN
«1982 : premiere protéine recombinante

«2006 : 100 produits pharmaceutiques disponibles
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Production dans E. coll

‘Bon exemple de I'application d'une découverte
Un fort potentiel thérapeutique et économique

‘Des débouchés qui se diversifient (fin du
pétrole, environnement...)
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Production dans E. coll

Des techniques désormais éprouvees

Adaptations necessaires selon la protéine et selon
I'objectif

*Systemes a disposition tres divers : "de
I'éprouvette aux champs"”.
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