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ABREVIATIONS

aa : Acides aminés

ADN : Acide désoxyribonucléique
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BSA : Albumine sérique bovine
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: (10-10mmole / cellule.h)
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kd : Vitesse spécifique de déces cellulaire (h-1)

Xv : Cellules vivantes

Xb : Cellules susceptibles d'intégrer le bleu Trypan

Xm : Cellules mortes (bleues + lysées)

X1 : Cellules lysées

Xtot : Cellules totales

kb : Kilo bases

kDa : Kilo daltons
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INTRODUCTION GENERALE

Situation actuelle des biotechnologies

Dans sa préface de "I'Ingéniérie du vivant" (Editions Jacob, 1990), Francois Gros cite: "
Désormais nos techniques ne se contentent plus seulement de ruser avec le vivant, et plus
généralement avec le donné de la nature, de composer avec lui, pour l'imiter, accélérer ou
freiner ses rythmes et ses mutations. Au contraire, elles travaillent la nature, autant, peut on dire
qu'elles la font travailler d notre gré et pour notre bénéfice. La nature n'est donnée a I'homme
que pour autant qu'il ne la connait pas encore. Or les biotechnologies, ces pratiques de maitrise
et de production du vivant qui résultent de l'apport du génie génétique et des avancées de la
biologie moléculaire semblent bien annoncer une ere nouvelle: la technique humaine tente, en
quelque sorte de s'affranchir des contraintes que la nature faisait peser sur elle, pour s'efforcer
de lui imposer désormais sa loi". Ces quelques phrases illustrent bien I'ampleur et I'impact que
les biotechnologies ont pris ces derniéres décennies et les influences multiples et profondes
qu'elles impliquent. Des domaines aussi variés que la santé, l'agriculture, I'élevage, l'industrie,
I'alimentation et méme la défense sont concernés par cette science. Les plus optimistes y voient
la résolution des problémes majeurs de la santé et de l'alimentation des pays en voie de
développement, mais parlent aussi des bienfaits de la thérapie génique, des médicaments
recombinants et des potentialités des animaux transgéniques. Les plus réticents craignent la
tentation de 'eugénisme, un bouleversement écologique avec la dissémination d'organismes
modifiés dans les sols et une modification de I'hygiéne alimentaire. L'essor des biotechnologies
entraine des réactions allant de 'euphorie 4 une farouche hostilité. Les progrés engendrés par le
développement des biotechnologies donnent & réver mais les risques encourrus n'en sont pas
moins considérables.

L'essor des biotechnologies date du début des années 70 avec I'émergence des techniques
du génie génétique correspondant aux découvertes d'une part des enzymes de restriction,
(enzymes capables de couper un fragment d'ADN au niveau d'une séquence spécifique, en
générant pour certaines des extrémités complémentaires), avec d'autre part la découverte de
I'ADN ligase, outil de base du génie génétique, (enzyme qui permet de recréer une liaison
covalente entre deux fragments d'ADN). En 1972, une équipe de chercheurs américains réussit
a réaliser des chimeéres moléculaires constituées de fragments de chromosomes. L'idée de
recombinaison s'étendit, suivi du clonage des génes. Le transfert de génes dans les cellules
conférait a celles-ci de nouvelles propriétés et offrait des potentialités de production a grande
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échelle de molécules issues de I'expression du géne transféré. L'essence des biotechnologies
était née et allait ouvrir de nouveaux horizons dans de nombreux domaines.

Les biotechnologies ont eu tout naturellement des visées médicales, et de nombreuses
substances 2 usage thérapeutique ont commencé a affluer dont certaines ont déja regu
T'autorisation de mise sur le marché. La premiere protéine, fabriquée a I'échelle industrielle par
des techniques d'ADN recombinant fut l'insuline en 1982. Depuis, un certain nombre de
molécules ont €té obtenues par technique de recombinaison génétique et sont actuellement
commercialisées. Le tableau I donne quelques exemples de médicaments recombinants
(BIOFUTUR, Octobre 1991). Toutes ces molécules sont les premiéres d'une longue série de
produits recombinants qui seront demain proposés pour un usage thérapeutique.

Produit Société Indication Mise sur le
marché
hGH (hormone de croissance) Nanisme hypophysaire 1985
Protopin Genentech Insuffisance rénale chronique produit sous licence
Syndrome de Turner produit sous licence
Humatrope Eli Lilly Nanisme hypophysaire 1987
Insuline
Humuline Eli Lilly Diabgte insulino-dépendant 1982
tPA
Activase Genentech Infarctus du myocarde 1987
Embolies pulmonaires 1990
Interféron o 2a . .
Roferon-A Hoffimann-La-Roche | Leucémie & tricholeucocytes 1986
Sarcome de Kapos associé auj 1988
sida
Interféron gamma
Actimmune Genentech Granulomatose chronique 1990
Facteur VIII
Kogenate Cutter Hémophilie de type A sous licence
Vaccin contre 'hépatite B
Recombivax HB Merck Prévention de I'hépatite B 1986
Engerix B SmithKlineBeecham | Prévention de I'hépatite B 1989
Facteur IX
Konyne 80 Cutter Hémophilie de type B sous licence

Tableau I: Les médicaments recombinants sur le marché Américain d'apres la Pharmaceutical
Manufacturers Association, 1990 (BIOFUTUR, Octobre 1991).

Dans le domaine de la santé, des recherches ont également débuté pour le traitement de
maladies génétiques comme la maladie d'Alzheimer, la Mucoviscidose, l1a maladie de Parkinson
ou la myopathie de Duchenne. Cette nouvelle approche thérapeutique est nommée "thérapie
génique" et suscite de grands espoirs pour le traitement de maladies héréditaires et du cancer. La
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liste des maladies relevant de la thérapie génique va s'allonger au fur et 3 mesure du
développement des techniques de transfert in vivo et de 1'isolement de nouveaux génes.
Cependant, toutes ces perspectives de thérapie (médicaments recombinants, thérapie génique)
posent le probléme du coiit de la santé avec des médicaments et des techniques issus de
recherches particuliérement cofiteuses. Des études sur le rapport coiit / efficacité seront de plus
en plus nombreuses afin d'évaluer I'intérét réel de chaque médicament recombinant.

De plus, la thérapie génique ainsi que toutes les techniques visant I'expérimentation sur
I'homme posent aussi d'autres problémes d'ordre éthique. La question de fond posée est de
savoir si I'nomme peut €tre assimilé et réduit 2 une notion d'objet biologique. Ainsi, depuis
cette derniere décennie, de nombreux pays ont commencé a légiférer dans le domaine de la
recherche biomédicale; le tableau II fournit quelques exemples de législation en vigueur dans
différents pays (DAMERVAL et SCHOEN, 1992).

Allemagne | Danemark | Espagne France Italie Royaume- Suede
Uni
herch
embryon | 1990 | 1987 | 1988 1990 | 1991
1988
e -
sut Tétre humain 1988 | 1978
Regist
épidéxixgi;slcfgisques 1978 %ggg 1972
Thérapie génique 1990 1991
Greffes d'organes
1969 1979 1976 1982 1961 1975
1990 1990 1989
Procréati
médontomen | 1990 | 1988 | 1988 1990 | 1984
assistée 1988
Matemnité d
substitution 198 | 1986 | 1988 1985 | 1988
Di i
p:%:::ssflc iggg
E -
sénétigues 1987 1991
Tests génétiques 1991

Tableau II: exemples de 1égislation en vigueur dans le domaine de la recherche et des sciences
de la vie

Les biotechnologies ont été également mises & profit pour obtenir des animaux
transgéniques. Au début des années 80, le géne de 'hormone de croissance humaine a été
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introduit dans un ovocyte préfécondé de souris qui fut réimplanté dans des souris porteuses: 23
des 33 souris transformées présentaient une croissance supérieure de 18% a la moyenne;
certaines pesaient méme le double. Ces résultats intéresseérent les €leveurs et de nombreux tests
furent tentés chez les bovins, les porcs, les moutons et les volailles afin d'obtenir davantage de
viande moins riche en graisse. Les résultats furent décevants car un géne étranger a un trés
faible taux d'insertion dans les chromosomes de I'ceuf et on préféra injecter directement
I'hormone de croissance aux jeunes animaux. Par contre, l'introduction d'une voie de
biosynthese de la cystéine a partir de la sérine chez le mouton a permis d'accroitre la production
de la laine. Une voie également prometteuse est l'utilisation d'animaux transgéniques comme
bioréacteurs vivants pour la production de protéines humaines. Ainsi, un agent anti-coagulant
comme le facteur IX a pu étre produit dans le lait de brebis; I'hormone de croissance humaine a
aussi pu étre produit dans le lait de souris & des taux de plusieurs grammes par litre; les
médicaments de demain proviendront peut-étre du lait ou du sang des animaux...

Les biotechnologies agricoles et alimentaires ont également un avenir florissant et
apportent des espérances quant aux problémes de malnutrition du Tiers Monde. Par exemple,
de gros efforts sont accomplis pour améliorer les qualités de la farine de sassave qui est un
élément de base dans I'alimentation au Togo et au Nigéria; les procédés biotechnologiques mis
en ceuvre consistent en une élimination de substances toxiques et une addition d'huile de palme
pour équilibrer la ration en protéines. Ces types de biotechnologies locales ne sont pas a
dédaigner car ils concernent des millions de consommateurs en Afrique. De méme, les
nouveaux procédés de reproduction des plantes avec la micropropagation et I'embryogénése
somatique pourraient permettre d'accroitre la productivité de cultures régionales et de permettre
le reboisement de zones arides ou semi-arides. Enfin, on peut également parler d'un domaine en
pleine expansion qui est celui de la culture des algues; il est maintenant reconnu qu'elles
peuvent €tre utilisées pour nourrir les animaux et apporter un complément protéique important a
I'homme.

Comme nous venons de le présenter, les biotechnologies ont réussi a atteindre en deux
décennies une dimension scientifique et industrielle importante. Mais a I'heure ou va se discuter
le projet de loi sur le génie génétique, c'est une dimension politique qui s'est imposée ces
derniéres années, avec la nécessité de diffuser & un plus large public, les connaissances
scientifiques acquises. En tout premier lieu, des enquétes et des sondages ont commencé a
apparaitre notamment pour savoir comment sont pergues les biotechnologies et le génie
génétique par l'opinion publique. Une enquéte européenne sur les biotechnologies a été réalisée
en 1991 dont les résultats sont appelés "Eurobarometre 35.1"(1) et qui avait pour but d'évaluer
la connaissance et la compréhension de ces technologies du vivant. Un dossier résumant les
principaux résultats a été publié par Biofutur (Juillet / Aoiit 1992). Il est apparu dans cette
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enquéte, que la plupart des personnes interrogées s'avéraient étre trés peu informées sur les
biotechnologies: peu de sujets, & part la santé, sont traités dans les émissions de télévision et
prés d'un tiers de la population Frangaise ne lit jamais de journaux. Aux questions suivantes:
"la science est-elle source de progrés?” et "parmi les nouvelles technologies lesquelles
amélioreront notre mode de vie dans les 20 prochaines années?", le génie génétique ne recueille
que 47% de réponses favorables. D'autres études réalisées par le BVA en 1990 ont montré que
les expressions "manipulations génétiques”, "génie génétique” et "biotechnologie" suscitaient
des réactions de crainte surtout quand il s'agit de toucher le régne animal; le végétal avec les
greffes d'arbres fruitiers est nettement mieux pergu mis 2 part les créations de plantes résistantes
aux herbicides. Le tableau III cite différents exemples de réponses obtenues au sujet de la
notoriété des biotechnologies.

exemples proposés Connaissez-vous Est-ce une bonne chose
(% de Oui) (% de Oui)
L'insuline produite par des bactéries 41 91
Les bactéries dévoreuses de marée 8
noire 54 3
Les manipulations génétiques de
végétaux pour créer de nouvelles 57 55
especes
Le génie génétique pour améliorer 65 19

les performances des animaux
délevage

tableau III: Exemples concrets de la notoriété et de 'approbation des biotechnologies (Biofutur,
Juillet / Aofit 1992). Source: "Le guide sociologique de l'environnement en France, attitudes
comparées du grand public et des agriculteurs.. Enquéte BVA réalisée en 1990 aupres de 1000
personnes. Méthodes des quotas.

Quel que soit le domaine d'application cité, médicaments et vaccins, microorganismes
pour l'environnement, thérapie génique, animaux d'élevages, microorganismes pour
I'alimentation et la santé, plus de 80% des personnes interrogées souhaitent que les recherches
dans ces disciplines soient contrdlées et réglementées par le gouvernement par le biais de
comités d'éthiques indépendants, regroupant scientifiques, sociologues et politiques
(Eurobaromeétre 35.1, 1991).

(1) Eurobarometre 35.1: "L'opinion des européens concernant la biotechnologie en 1991."
Enquéte réalisée en Juillet 1991 pour la Commission des Communautés Européennes aupres de
12000 Européens (dont 1070 Frangais) agés de 15 ans et plus.
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Situation du sujet et objectifs.

Comme nous venons de l'exposer, le génie génétique s'est imposé dans de nombreux
domaines, notamment dans la production de molécules recombinantes & intérét clinique ou
thérapeutique. Les cellules eucaryotes et, en particulier, les cellules animales sont appelées a
jouer un rdle croissant dans la production industrielle de protéines recombinées en vue
d'applications essentiellement thérapeutiques. Grace au génie génétique, il est actuellement
possible d'isoler un géne de son contexte et de l'amplifier afin d'en obtenir des quantités
pratiquement illimitées, puis de le réintroduire dans une cellule hote afin de le faire s'exprimer
sous forme de protéine recombinante. Les cellules animales représentent les cellules hotes les
plus performantes quant a la maturation protéique; la production de quantités suffisantes de ces
molécules suppose donc l'utilisation de réacteurs pour la mise en ceuvre de la culture en masse
de ces cellules productrices. Le génie génétique n'est maintenant plus un facteur limitant et est
bien maitrisé: la plupart des sociétés de biotechnologie posseédent des vecteurs d'expression
"maisons", mis au point suivant leur besoin propre. Par contre, la mise en ceuvre de culture en
masse, la caractérisation et la purification des protéines recombinantes restent des €léments clefs

dans la mise au point d'un syst¢me de production.

De nombreuses protéines recombinantes ont maintenant été exprimées dans des cellules
animales et produites en masse dans différents systémes de culture depuis I'autorisation de mise
sur le marché en 1987, du premier médicament produit par cultures de cellules animales: cette
molécule, I'activateur tissulaire du plasminogeéne (tPA) recombinant, produite par culture de
cellules CHO (Chinese Hamster Ovary) a ét€ commercialisée par Genentech et est utilisée dans
le cas d'atteintes coronaires lors d'infarctus du myocarde.

Les cultures en masse de cellules animales rencontrent des problémes d'ordre
technologique et économique: milieux de culture (souvent supplémentés en sérum de veau
feetal) onéreux, rendements de production faibles, croissance cellulaire lente. Afin d'améliorer
ces systémes, des milieux définis sans sérum de veau ont été mis au point pour certaines lignées
cellulaires, différents modes d'écoulement ont été développés tels que la mise en ceuvre de
réacteur perfusé avec apport et soutirage continu de milieu et maintien des cellules a l'intérieur
du réacteur par des systtmes de membranes ou de filtres. De tels systémes ont permis
d'augmenter considérablement les rendements de productivité par rapport a des cultures
discontinues, mais sont longs & mettre en ceuvre et difficiles & valider au niveau réglementaire.
Par contre, des modes d'écoulement comme le semi-continu (ou "Fed-batch"), avec apport
continu ou séquentiel de milieu sans aucun soutirage de milieu ou de cellules, recelent des
avantages attractifs: cultures rapides, simples a mettre en ceuvre et a valider, permettant de
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mieux piloter I'apport de nutriments ou d'agents inducteurs de la production de la protéine
d'intérét, par rapport au mode discontinu. La culture de cellules support-dépendantes a
nécessité le développement de différents types de porteurs (microporteurs et macroporteurs) ou
plus récemment, des essais de culture en agrégats ou en cellules individualisées de ces cellules
adhérentes ont été réalisés, afin de limiter le cofit du support et simplifier la purification des
produits recombinants. Cependant, peu d'études comparatives ont été réalisées de maniére
approfondie. Par ailleurs, le cas de 1a production de protéines membranaires par ces techniques
reste encore assez peu abordé dans la littérature.

C'est dans ce contexte que se situe 1'objectif de notre travail qui consistera en 1'étude de la
production d'une molécule d'intérét clinique par culture en masse de cellules animales
recombinantes. Le modele choisi est 1a production de y glutamyltransférase humaine (GGT) par
culture de cellules CHO. La vy glutamyltransférase est une enzyme membranaire, glycosylée et
I'étude de sa production en masse par cellules animales recombinantes présente des intéréts de
plusieurs ordres:

- d'une part, elle apporte une contribution nouvelle a I'étude de base de la production de
protéines membranaires;

- d'autre part, elle permet d'évaluer les contraintes de production liées & une protéine non
excrétée dans le milieu de culture.

La premigre étape consistera a obtenir une lignée cellulaire CHO recombinante exprimant
de fagon stable cette enzyme membranaire; la culture en réacteur de cette souche sera comparée a
celle de la cellule sauvage et permettra de vérifier I'impact de la recombinaison génétique sur le
métabolisme de la cellule. Les cinétiques de culture seront établies pour les deux souches en
réacteur discontinu. Les propriétés structurales et catalytiques de la protéine recombinante
seront comparées a celles de GGT d'origines différentes.

Dans un deuxiéme temps, I'étude de l'influence des conditions de culture sur le
comportement de la cellule recombinante sera approfondie. Des systémes de cultures différents
seront testés; la culture sur microporteurs, en agrégats ou l'adaptation des cellules a la culture en
suspension seront comparées; les cinétiques de croissance et de production de GGT seront
établies en réacteur discontinu et semi-continu. Les phénomenes de déces et de lyses cellulaires
seront également abordés.

Dans une derniére partie, seront pris en compte des critéres li€s a I'évaluation des
performances de la production en masse de la GGT, tels que l'induction par le butyrate de
sodium, I'intérét d'une culture en réacteur semi-continu et I'impact du mode de production sur

l'extraction ultérieure de I'enzyme membranaire.
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Une revue bibliographique définissant les différents éléments nécessaires a I'obtention d'une
cellule animale recombinante, la mise en ceuvre de la culture en masse de ces cellules et plus
particulierement de cellules support-dépendantes (cas des cellules CHO) ainsi que la
présentation de la protéine d'intérét (la GGT humaine) permettra de définir de maniére plus
précise le cadre des études entreprises. La description des différentes techniques employées
précédera la présentation des travaux

L'ensemble de cette étude dont la démarche est schématisée sur la figure 1 permettra ainsi
de suivre les implications du génie génétique sur la culture en masse ainsi que l'influence du
systéeme de culture sur la production d'une protéine membranaire et sur les problémes
d'extraction ultérieurs.

Mocdification
générique O cellies CHO
de la cellule:
obtention électroporation
de CHO-GGT sélection
screening
Stabilité de Ia Ej Srabili.té au cours du temps
souche (2 mois)
CHO-GGT.
Caractérisation
de la protéine
recombinante

C )3 Détermination des Km,
pH optimum et PM

Faisabilité en
masse Etudes cinétiques et
Etudes comparaison avec CHO sauvages
préliminaires comparaison
microporteurs-agregats-suspension
SR
Optimisation
de la culture P? y 1"02 Etude de la croissance et de la
en masse production de GGT dans des
I ] ' conditions de culture mieux
contrélées
. DISCONTINU
microporteurs
ou agrégats
e PH  pO2
11t SEMI-CONTINU
Discontinu ou \ l . !
semi-continy - _._Exrm;uon de l'enzyme
membranaire

Figure 1: schéma des différentes étapes abordées lors de ce travail
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A. LE GEN1E GENETIQUE.

A.1. LE GEN1E GENETIQUE APPLIQUE AUX CELLULES
ANIMALES.

L'utilisation de cellules animales pour la production de molécules d'intérét thérapeutique
est récente. Auparavant, les cellules utilisées étaient des microorganismes, champignons ou
bactéries; celles-ci avaient I'avantage d'avoir des temps de génération courts, proliféraient dans
des milieux de culture bons marchés et 2 de hautes densités. Cependant, les cellules animales
ont certains avantages qui les rendent indispensables pour la production de molécules
complexes, possédant une activité biologique. L'intérét majeur des cellules animales réside dans
I'exécution de modifications post-traductionnelles de la protéine telles que la glycosylation, la
carboxylation, la phosphorylation, la formation de ponts disulfure ou la mise en place de la
conformation de la protéine: l'ensemble de ces modifications peut jouer des rbles importants
dans l'activité biologique, la stabilité ou l'antigénicité de la molécule. Les différentes
caractéristiques des systémes hotes pour la production de protéines recombinantes sont données
dans le tableau IV (DOBET, 1990).

Systéme hote Expression Sécrétion (1) Glycosylation
intracytoplasmique

Bactéries:
E.coli +++ + 3 ++ 0
Bacillus ++ + 0
Streptomyces + + 3 ++ 0
Levures et
champignons:
Saccharomyces ++ +a++ +
Kluyveromyces ++ & +++ +
Pichia pastoris ++ 4 +++ +
Yarrowia lipolytica ++ +
Aspergillus + a2 ++ +
Cellules d'insecte
Spodoptera ++ 8 +++ +
frugiperda
Cellules de
mammiferes ++ ++
CHO

(1) + ordre du mg/l; ++ ordre de la centaine de mg/l; +++ ordre du g/l

tableau IV: caractéristiques des différents systémes de production de protéines recombinantes &
usage thérapeutique (DOBET, 1990).



L'objectif du génie génétique appliqué aux cellules animales est d'obtenir une production
en grande quantité d'une protéine particuliere par culture d'une lignée cellulaire stable.
L'approche générale et les différentes étapes de clonage pour I'expression d'un géne dans une
cellule animale sont schématisées sur la figure 2.

Isolement de la protéine X Isolation des ARN poly A de cellules
ou de tissus produisant la protéine X
Déterminati Obtention d'une banque de cDNA dans
daci desmau.oné de Ia séquence un plasmide contenant une origine de
réplication et le géne ampR
Synthése d'une sonde d'oligo- 'I;ransformau%n bactlém?nne avel: 1 banque
nucléotides et croissance des colonies amp!

N

Sélection des colonies pour lesquelles 'ADN
s'hybride avec la sonde d'oligonucléotides

Isolement du plasmide contenant le cDNA entier

Insertion du cDNA dans un vecteur d'expression eucaryotique

Cotransfection de ce vecteur avec un autre contenant le géne de
résistance néo dans des cellules animales en culture

J

Sélection des colonies cellulaires dans un milieu
contenant du G418

Screening des colonies hautement productrices de la
protéine X

Etablissement d'une lignée cellulaire stable

Mise en ceuvre de la culture en masse

Figure 2:Schéma général pour le clonage et l'expression d'un géne dans une cellule
animale (WEYMOUTH ET BARSOUM, 1986).
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De nombreuses protéines recombinantes ont ét€ maintenant exprimées dans des cellules
animales et commercialisées dans différents pays. Les premi¢res molécules mises sur le marché
sont consignées dans le tableau V.

Produit Lignée Pays Autorisation Année
cellulaire
: Premier médicament sous
Urokinase HEK USA, GB, autres | ... > partir de cellules 1978
humaines en culture
Vaccin . Premier produit
poliovirus Vero France, Belgique biologique sous licence 2 1982
partir de lignée cellulaire
continue
GB, Allemagne, | Premier médicament sous
cellulaire humaine
tumorale
Anticorps . Premier anticorps
monoclonal Hybridome USA monoclonal 2 usage 1987
OKT-3 thérapeutique sous licence
Activateur CHO Philippines, | Premier médicament sous 1986
tissulaire du France, autres | licence 2 partir de lignée
plasminogeéne cellulaire  continue
(tPA) modifiée par
recombinaison génétique

Tableau V: exemples de produits autorisés & partir de culture de cellules animales (PROPST et
al, 1989).

Pour synthétiser une protéine recombinante, plusieurs éléments doivent €tre réunis: un
vecteur d'expression eucaryotique possédant un systéme de sélection, dans lequel aura été cloné
le géne d'intérét, et une technique de transfection. Chaque élément sera discuté dans la partie
suivante A IL
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A.1T1 INTRODUCTION D'ADN DANS LES CELLULES.

A.11.1 Introduction

Toutes les cellules eucaryotes sont entourées d'une membrane plasmique imperméable
aux grosses molécules: il a donc fallu trouver des techniques pour introduire de ' ADN dans des
cellules & travers cette barriére. Si I'ADN que l'on veut transférer provient d'un organisme
différent, il est appelé ADN étranger ou hétérologue. La cellule qui regoit ' ADN est alors une
une cellule transformée et le procédé est appelé transformation. Cependant, ce terme
transformation est ambigii car il est utilisé pour décrire tout changement de propriété d'une
cellule sans tenir compte du mécanisme impliqué. Par exemple, lorsqu'une cellule normale
devient cellule tumorale, cette derniére est appelée cellule transformée sans qu'il y ait eu
introduction d'’ADN. Pour cette raison, le terme de transfection est souvent préféré a la place de
transformation mais qui, dans son sens strict, concerne uniquement ' ADN provenant d'un
virus. Les vecteurs d'expression eucaryotiques contiennent généralement des fragments d ADN
de virus et ce terme de transfection s'est généralisé a la place de transformation deés qu'il s'agit
de l'introduction d'’ADN dans une cellule eucaryote.

Plusieurs éléments primordiaux doivent étre choisis pour réussir I'introduction d'ADN
dans une cellule animale et I'expression de la protéine correspondante: d'une part la lignée
cellulaire hote associée & un vecteur d'expression eucaryotique formant un couple

vecteur / hote et d'autre part une technique efficace de transfection préservant l'intégrité de
I'ADN et n'endommageant pas trop les cellules.

A.11.2 Vecteurs d'expression

La figure 3 schématise un vecteur type (tiré de M&S,supplément n°7 ,1987)

-12-



Promoteur  Sequences
{ stimulant la traduction

GT AG
= = NEN ¢ ADNc ::-—c::T—-—,
| } I |
1 ATG Peptide signal AATAAA I
Enhancer
| ‘ - |
| |
Lo — ] | _.@,_ - L
Resistance AB Resistance Néo

Figure 3: Schéma des différents éléments d'un vecteur d'expression eucaryotique

Les vecteurs d'expression eucaryotiques compoftent d'une part, des séquences
procaryotiques qui permettent la propagation du vecteur dans les bactéries et d'autre part,
plusieurs unités de transcription eucaryotiques comprenant des séquences non codantes et des
séquences codantes pour des marqueurs de sélection. Ils sont généralement un assemblage
d'éléments dérivés de génes viraux et de génes de mammiferes. Nous détaillons ci-dessous les
différentes parties qui composent les vecteurs d'expression eucaryotiques.

AIL211 Les éléments procaryofiques.

On trouve généralement, un réplicon bactérien, un géne codant pour une résistance a un
antibiotique pour permettre la sélection des bactéries portant le plasmide recombinant, et un
certain nombre de sites uniques de restriction pour l'insertion de séquences eucaryotiques.

AJL2.12 Les éléments eucaryotiques
A11.2.1.2.a Promoteur et enhancer

Les promoteurs et enhancers consistent en de petites séquences d'ADN qui
interagissent spécifiquement avec des protéines cellulaires impliquées dans la transcription
(pour revue,MC KNIGHT ET TJIAN,1986; SASSONE-CORCI ET BORELLI,1986;
MANIATIS et al,1987).
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Un promoteur de transcription type est représenté figure 4 ( WEYMOUTH ET BARSOUM
,1986)

promoter
Upstream element TATA box [Siructural gene
—i  enhancer l/ GGCCAACT + TATA( YA( ) PyAPy |
~-110 ~ -40 -33 -27 +1
* single copy or repeated * séquence varies * strong homology ~  capssite
* wide variation in sequence * location varies between  * fixed distance
* orientation indépendent -110 & 40 from cap
* distance from cap is flexible

Figure 4: schéma d'un promoteur type de transcription

On peut y retrouver une séquence appelée TATA, nécessaire pour positionner 'ARN
polymérase II sur le site d'initiation de la transcription (WASYLYK et al ,1983). La "TATA
box" est située a 25-35 paires de bases (pb) en amont du site d'initiation de la transcription et
est composée d'une séquence consensus 5-TATAAAT-3' (CORDEN et al.,1980). D'autres
régions semblent nécessaires pour une transcription efficace de la plupart des génes: ces
éléments contrdles, situés de 40 & 110 pb en amont du site d'initiation de la transcription
semblent influer uniquement sur le taux de transcription mais ne changent pas le site
d'initiation. Dans certains cas, une inversion d'orientation de cette zone n'affecte pas la
transcription (MISHOE et al,1984).

D'autres €éléments affectent également le taux de transcription, appelés "enhancers": ceux-ci
peuvent améliorer ce taux d'un facteur 100. Ce sont les seuls é€léments transcriptionnels qui
sont capables d'augmenter le taux de transcription indépendamment de leur orientation et a
grande distance en amont ou en aval du géne qu'ils activent. Le mécanisme d'action de ces
"enhancers” reste inconnu mais un certain nombre d'hypothéses ont ét€ émises, notamment un
role de création d'une structure chromatinienne locale, fournissant un site d'entrée a I'ARN
polymérase IL Parmi les "enhancers" les plus fréquemment utilisés on trouve I'"'enhancer” du
geéne précoce de SV40. Des vecteurs contenant cet "enhancer” ont été€ largement utilisés. Mais
on trouve également des combinaisons promoteur / "enhancer” actives dans de nombreuses
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cellules, dérivées de séquences LTR (Long Terminal Repeats) du génome du virus Rous
(GORMAN et al,1982) ou dérivées du cytomégalovirus humain (BOSHART et al,1985).

A.11.2.1.2.b Polyadénylation et terminaison

Presque tous les ARN messagers eucaryotes possédent en 3' terminal une queue de 150 a
200 nucléotides d'acides adényliques (PRODFOOT ET WHITELAW,1986). La transcription
ne semble pas s'arréter 2 ce site de polyadénylation mais continue en aval jusqu'a un point non
défini (aucun site de terminaison n'a été identifié jusqu'a présent dans les cellules de
mammiferes). La fin en 3' de ' ARN messager mature est obtenue aprés coupure nucléolytique
du transcrit initial suivie de I'addition d'une queue poly A. La polyadénylation prend place juste
avant I'épissage.
Deux séquences distinctes sont nécessaires pour obtenir une polyadénylation correcte:
* une séquence de 6 nucléotides, AAUAAA, localisée 11 a 30 nucléotides en aval. Une délétion
de cette séquence empéche la formation de I'ARN messager. Son rble semble étre de
positionner le site de coupure nucléolytique de 'ARN messager. Sa présence est indispensable
mais pas suffisante pour que la polyadénylation soit effectuée.
* une séquence riche en GU ou U située en amont du site de polyadénylation est également
nécessaire et il faudra que cette séquence soit insérée dans le vecteur d'expression: ce sont
généralement des séquences issues de SV40 que I'on retrouve dans la plupart des vecteurs.

A11.2.1.2.c. Coiffe ("Capping") et épissage

Trés précocement, l'extrémité 5' du transcrit (c'est-2-dire le site d'initiation de la
transcription) est bloquée par une coiffe ("cap") formée d'un acide guanilique méthylé sur un
azote en position 7.

m’G(5") ppp (5 N

Cette coiffe semble prérequise pour que 1'épissage ait lieu.

Quant & I'épissage, il consiste a éliminer les introns du transcrit primaire afin d'obtenir ' ARN
mature qui sera alors transporté du noyau jusque dans le cytoplasme pour y €tre traduit. De
petites séquences sont nécessaires, situées aux extrémités 5' et 3' de I'intron. La comparaison
d'un grand nombre de séquences introniques a permis d'identifier des séquences consensus ol
les deux premiers ou les deux derniers nucléotides de l'intron sont souvent invariants:

AG:GU(A)AGU......intron......(U/C)N11CAG:G
51 3 1]
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Le mécanisme exact de I'épissage n'est pas encore connu; cependant, ses principales étapes ont
été €lucidées. Des €tudes ont montré que I'épissage des introns passaient par la formation d'un
lasso formé par la liaison de l'acide guanilique en 5' de I'intron avec un résidu adénylique situé
au niveau du site de branchement a quelques dizaines de bases de l'extrémité 3' de l'intron.

Les signaux d'épissage ne sont pas forcément nécessaires: certains CDNA ont pu étre exprimés
avec des vecteurs qui ne possédaient pas de signaux d'épissage (GETHING ET SAMBROOXK,
1981); cependant, la plupart des vecteurs d'expression poss¢dent ces signaux.

A1l.2.1.2.d Réplication et sdection

En plus des éléments décrits ci-dessus, les vecteurs d'expression eucaryotiques peuvent

contenir d'autres éléments pour augmenter le taux d'expression des génes clonés ou pour
faciliter I'identification des cellules recombinantes. Des vecteurs portant des réplicons viraux
(qui permettent la réplication du géndme viral dans des cellules permissives) peuvent se
répliquer si les facteurs appropriés agissant en "trans" sont fournis par le géndme de la cellule
hote. Par exemple, des vecteurs portant des réplicons de papovavirus comme SV40 ou
polyomavirus, se répliquent un grand nombre de fois si les cellules hdtes expriment I'antigéne
T approprié; les cellules transfectées meurent 3 a 4 jours apres la transfection quand le nombre
de vecteurs dépassent 104 copies/ cellule; c'est pourquoi ces systémes ne sont utilisés que pour
obtenir une expression élevée mais transitoire des génes transfectés, par exemple dans des
cellules COS (GLUZMAN,1981).
Le vecteur d'expression doit en plus conférer a la cellule qui le regoit un avantage sélectif afin
d'éliminer les cellules non recombinantes: les différents marqueurs de sélection seront décrits
ultérieurement au paragraphe III. L'utilisation de ces vecteurs va permettre d'obtenir une
expression stable par intégration de I'ADN dans le géndme hote: le mode exact d'intégration
n'est pas encore actuellement connu.
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A.11.3 Les différentes techniques de transfection.

L'ADN recombinant peut €tre transféré dans des cellules animales soit par infection
virale, soit directement dans une cellule par le biais d'une technique de transfection. On trouvera
des revues trés détaillées sur les vecteurs viraux et rétroviraux et l'infection virale (NICOLAS
ET RUBENSTEIN, 1988; RIDGWAY, 1988) et nous ne développerons ici que les techniques
de transfection. Certaines lignées cellulaires étant parfois réfractaires 4 une technique
particuli¢re, une multitude de techniques existent maintenant, dont les plus courantes sont
présentées ci-dessous.

1115 1. Techni o phosphate de calci

GRAHAM ET VAN DER ERB (1973) ont été les premiers a utiliser une technique de
précipitation au phosphate de calcium (CaPOg) pour introduire de ' ADN dans des cellules.
L'ADN et une solution de chlorure de calcium sont mélangés; une solution de phosphate y est
ajoutée afin de former un précipité de phosphate de calcium-ADN. Ce précipité est déposé sur la
couche cellulaire et incubé plusieurs heures pour permettre la pénétration de 1'ADN dans les
cellules. 11 est ensuite remplacé par du milieu neuf. Pour de nombreuses cellules, I'efficacité de
transfection est augmentée en faisant un choc physiologique par du diméthylsulfoxide (DMSO)
(STOW ET WILKIE,1976), ou par du glycérol (PARKER ET STARK,1979). Les conditions
ont €t€ optimisées (GORMAN et al,1983a; CHEN et al,1982) et il a été constaté que le
précipité avait pénétré dans pratiquement toutes les cellules. Cependant, ' ADN n'est détecté
dans le noyau qu'a de trés faibles proportions (del & 5%): ce qui laisse supposer que le facteur
limitant de la transfection est davantage le transport de ' ADN jusqu'au noyau que l'entrée de
I'ADN dans la cellule (LOYTER et al,1982). Le mécanisme de pénétration de ' ADN reste
d'ailleurs obscur; un mécanisme d'endocytose est soupgonné.

La technique a été modifiée (CHEN ET OKAYAMA,1987) en utilisant des conditions telles que
le précipité phosphate de calcium-ADN se forme graduellement dans le milieu de culture
pendant 15 & 24 heures. Ils arrivent a obtenir de cette fagon des taux de transfection atteignant
10 a 50%.

Le traitement des cellules par du butyrate de sodium pendant ou juste apres la transfection
permet d'augmenter 'expression transitoire ainsi que la fréquence d'expression stable. Le
butyrate de sodium affecte la structure de la chromatine et peut stimuler I'expression des génes
transfectés en facilitant leur assemblage dans une structure chromatinienne active (REEVES et
al, 1985).
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Ad1.3.2. DEAE dextrane

Cette technique a été développée pour tester et augmenter les infections virales (MC
CUTCHAN ET PAGANO,1968). Elle consiste 2 mélanger les cellules avec de ' ADN et du
DEAE dextrane. En optimisant la concentration de dextrane et le temps de contact,
SOMPAYRAC ET DANNA (1981) ont obtenu une efficacité d'infection de 25% dans des
cellules de singe (BSC-1) avec de ' ADN de SV40.

Bien que le mécanisme d'action du DEAE dextrane reste inconnu, certains supposent que le
polymere pourrait se fixer 2 I'ADN et empécher I'action de nucléases et / ou pourrait se lier aux
cellules afin de permettre I'endocytose de ' ADN.

Cette méthode differe de la précipitation au phosphate de calcium vis 2 vis de trois points
importants:

* la technique au DEAE dextrane n'est utilisée que pour l'expression transitoire des génes
clonés.

* elle n'est efficace que pour certaines lignées cellulaires (BSC-1, CV-1, COS...); ce qui peut
€tre di & un probléme de toxicité du polymére pour d'autres cellules plus sensibles.

* par contre, de petites quantités d'ADN sont suffisantes pour utiliser la technique au DEAE
dextrane (100 a 200 ng) alors que des quantités plus importantes sont nécessaires pour la
technique au phosphate de calcium afin de permettre la formation d'un précipité.

33355[ 2 e 2 I:

Une technique employant ia microinjection d'ADN cellule par cellule & l'aide de

micropipettes en verre a également été développée. Avec de la pratique on peut réussir a
transfecter 500 a 1000 cellules par heure avec un taux de transfection compris entre 50 et 100%
(CAPECCH,1980). Mais cette technique nécessite un appareillage sophistiqué et ne permet de
traiter qu'un nombre limité de cellules.
Il existe également une variante a cette méthode appelée "Pricking" (YAMAMOTO,1982)
permettant de traiter 4000 cellules par heure 2 'aide d'un "injectoscope”. Le principe est
schématisé figure 5 et consiste & introduire ' ADN & l'aide d'une microaiguille avec un taux de
réussite de 25% de la population cellulaire "piquée”. Le désavantage de cette technique par
rapport a la microinjection reste la quantité d'ADN, nécessaire nettement supérieure a celle
utilisée dans le cas de la microinjection.
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figure 5: principe de la microinjection (A) et du "pricking” (B); les molécules
d'ADN sont schématisées par les cercles fermés

A.11.3.4 La fusion de protoplastes

Cette nouvelle approche consiste a transférer de ' ADN directement de la bactérie dans
une cellule animale (SCHAFFNER,1980). La technique est schématisée sur la figure 6 et a
pour principe de traiter les bactéries contenant le plasmide recombinant par du chloramphénicol
pour augmenter le nombre de copies du plasmide; les bactéries sont alors transformées en
protoplastes et mélangées a des cellules en culture. Cette technique a été optimisée
(RASSOULZADEGAN et al,1982) et a montré qu'avec des bactéries contenant ' ADN de
SV40 dans un plasmide pBR322, 90 & 100% des cellules de singe (CV1) receveuses,
exprimaient transitoirement les antigénes T.
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figure 6: La fusion d'une cellule avec un protoplaste

A.11.3.5 Les [iposomes

Des vésicules membranaires artificielles peuvent servir de transporteurs aussi bien in vivo

que in vitro: les liposomes. Ce sont des vésicules constituées d'une ou plusieurs bicouches de
phospholipides, renfermant un compartiment aqueux. Suivant la technique utilisée pour leur
synthese, les liposomes auront des tailles variables. Ils peuvent contenir, encapsulées de fagon
stable dans leur compartiment aqueux ou dans leurs membranes lipidiques, différentes
molécules telles que des chromophores, des drogues, des protéines et des acides nucléiques.

FRALEY et al (1980) ont encapsulé I'ADN du virus de singe SV40 dans des liposomes et ont
optimis€ les conditions pour une infection virale de cellules de singe. L'efficacité peut étre
améliorée en faisant varier le type de lipide, la présence de cholestérol, la charge globale a la
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surface des liposomes, le traitement des cellules par du glycérol, du diméthylsulfoxide ou du
polyéthyléne glycol. La figure 7 représente le transfert de génes dans des cellules par
I'intermédiaire des liposomes en utilisant le polyéthyléne glycol (PEG) ou le glycérol. D'autres
travaux (BARBET et al,1981) ont montré qu'il était possible de vectoriser les liposomes
sélectivement vers un type cellulaire déterminé, en les couplant & des ligands tels que des
anticorps monoclonaux,

liposomes
contenant
I'ADN

Figure 7: Représentation du transfert de génes par I'intermédiaire de liposomes

21-



A.11.3.6 Transfection par faser

Une perforation de 2 pm de diametre de la membrane cellulaire de cellules de rein de rat a
été obtenue par l'utilisation d'un laser (KURATA et al,1986). L'irradiation par un faisceau laser
peut stimuler le transfert de molécules d'ADN dans des cellules animales sans trop les
endommager. L'inconvénient de cette technique reste évidemment le coiit de ce matériel
sophistiqué qui a rendu trés rare l'utilisation de cette méthode.

Cette technique consiste & favoriser la formation de cristaux de glace dans des cellules par
une congélation rapide (1 min) dans de I'azote liquide & -196°C (SASAKI et al,1991): ce qui a
pour conséquence de créer des fissures et / ou des pores par lesquels 'ADN pourra pénétrer
dans la cellule.
Cette technique a l'avantage de ne demander aucun équipement particulier et a permis de
transfecter des cellules de souris BALB 3T3 avec une viabilité de 65% et un taux de transfection
de 5.10°6 ( rapport entre le nombre de clones obtenus et le nombre de cellules initialement
soumis a transfection). Jusqu'a présent, aucune autre étude n'a été réalisée sur d'autres lignées
cellulaires.

A 1L.5.8 Mi iecti

Cette technique, appelée aussi biolistic (biologique et ballistique), a pour principe de

propulser, dans des cellules cibles, des microprojectiles (des microbilles de tungsténe ou d'or
de 0,5 a2 5 um de diametre) sur lesquels est appliqué 'ADN.
Les cellules sont placées dans une chambre & vide afin de diminuer I'impédance de 1'air sur la
vitesse des microprojectiles. Le principe est schématisé sur la figure 8 (WILLIAMS et al,
1991). Cette technologie a été initialement employée pour transformer des cellules d'oignons en
culture (KLEIN et al, 1987). Depuis d'autres lignées végétales ont €té transfectées avec succes
(SANFORD, 1988) ainsi que des chloroplastesAbactériens (BOYNTON et al, 1988) et végétaux
(DANIELL et al ,1990). Plus récemment, des cellules animales ont également été transfectées
comme des cellules de souris NIH3T3 (ZELENIN et al, 1988), des organites tels que des
mitochondries (JOHNSTON et al, 1990). L'introduction de génes par microprojection a
également été réalisée directement dans le tissu sur I'animal vivant (WILLIAMS et al, 1991).
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Figure 8: principe de la microprojection; une membrane retenant de I'hélium est rompue
par un piston , projetant un disque, sur lequel sont positionnés les microprojectiles, sur le tissu
cible.

23-



Cette technique est née a partir d'observations réalisées sur les membranes cellulaires:

celles-ci devenaient transitoirement perméables sous l'influence d'un champ électrique -
(ZIMMERMANN et al, 1973). La premiére application fut la fusion de cellules via leurs
membranes plasmiques (ZIMMERMANN ET VIENKEN,1982) par électrofusion.
La transfection par €électroporation découle de ces expériences et a permis en premier lieu de
transférer le geéne de la thymidine kinase dans des cellules L de souris déficientes en ce géne
(NEUMANN et al,1982) . Depuis I'électoporation a été utilisée avec succes sur des lignées
cellulaires animales diverses (WONG ET NEUMANN,1982; POTTER et al,1984; SUGDEN et
al,1985; TONEGUZZO et al,1986; TUR-KASPA et al,1986) mais également sur des cellules
végétales (FROMM et al,1985,1986), des bactéries (revue CHASSY et al,1988), des levures
(MEILHOC et al,1990). L'électroporation a de plus un grand potentiel pour la transfection de
geénes soit, dans des cellules hématopoiétiques dans l'optique de la thérapie génique
(TONEGUZZO ET KEATING,1986), soit dans des cellules souches embryonnaires pour
I'obtention d'animaux transgéniques (DOETSCHMAN et al,1987). Des protéines ont
également ét€ introduites dans des cellules CHO (LAMBERT et al, 1990) par électroporation et
ont €té localisées pendant plus de deux divisions cellulaires dans des vésicules cytoplasmiques.
L'électroporation permet aussi d'introduire avec succés de I'ARN dans des cellules
(LANGRIDGE et al, 1987).

A.JL3.9.1 Théorie et principe de l'électroporation

La membrane d'une cellule peut étre considérée comme une capacitance séparant deux
phases aqueuses conductrices. Placée dans un champ électrique, elle se polarise créant ainsi une
différence de potentiel ayant pour effet d'augmenter le potentiel transmembranaire. Si on
augmente le champ électrique, le potentiel membranaire augmente et atteint une valeur critique
(1V environ) au dela duquel il y a formation d'un pore.

La formation et la localisation des pores dépendent de l'orientation de la cellule dans le champ
électrique qui induit donc une différence de potentiel transmembranaire en chaque point de la

cellules telle que:
A¥Y=f.r.E.cos.(8)

ol r est le rayon de la cellule (considérée comme une sphére), f un facteur de forme propre a
chaque cellule, 0 I'angle que forme la direction du point considérée avec celle du champ

électrique (E). La figure 9 représente le processus de transfert d'ADN dans des cellules par
€lectroporation.
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Figure 9: diagramme schématique du transfert d'ADN dans des cellules par
électroporation; a)représentation d'une cellule avec un ADN exogéne situé a la surface de la

cellule; E symbolise le champ électrique; 0 est I'angle que forme la direction du point considéré
avec celle du champ électrique; b): pénétration de I'ADN dans la cellule par un pore induit par

électroporation; c): association de 'ADN avec le noyau; d) représentation schématique de la
membrane lipidique; e): formation d'un pore avec réarrangement lipidique.
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La membrane est perméable, de mani¢re réversible si le nombre et la taille des pores sont faibles
par rapport & la surface membranaire totale (ZIMMERMANN ET VIENKEN, 1982).

D'une fagon générale, ces phénomenes sont interprétés par la création transitoire de pores
d'environ 3nm de rayon au sein de la portion lipidique de la bicouche membranaire (figure 9
NEUMAN et al,1982). Une prolongation de la période d'exposition au champ électrique au
dela de quelques microsecondes aboutit a la formation de nouveau pores qui, fusionnant entre
eux, créent des lésions de taille supérieure, endommageant de fagon irréversible la membrane.

AJL.3.9.2 Instrumentation: l'électroporateur.

La figure 10 représente schématiquement le montage nécessaire pour réaliser une
électroperméabilisation (ANDREASON ET EVANS,1988).

L'équipement est principalement composé de trois éléments:
* ]a cuve d'électroporation
* un oscilloscope (facultatif) pour suivre la forme et 'amplitude du champ.
* le générateur qui délivrera le champ électrique: ces générateurs sont caractérisés par leur
puissance, la forme et la durée du champ produit. La majorité des appareils générent un courant
a décroissance exponentielle; certains appareils peuvent produire des impulsions de forme
carrée.
Dans le cas d'une décharge exponentielle, le condensateur est chargé a I'aide d'un générateur
puis se décharge dans le circuit comportant 'échantillon de résistance R entre les deux
électrodes. Lors de la décharge, le champ électrique décroit selon la relation:

E(t)= Eq.et/T
ou T=R.C
e¢ E=V/D

E(t): champ électrique instantané au temps t (V/cm)

EQ: champ électrique initial (V/cm)

R: résistance entre les électrodes de la chambre d'électroporation (Ohms)
C: capacitance du condensateur (Farads)

T: constante de temps (secondes)

V: chute de potentiel entre les électrodes (volts)

D: distance entre les €lectrodes (cm)
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Figure 10: représentation schématique d'un électroporateur; P représente le générateur, C
les capacités et S l'interrupteur. La chambre d'électroporation contient la suspension cellule-
ADN :
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Figure 11: représentation schématique de la forme de la décharge générée dans la cuve

d'électroporation: Vp représente le voltage, Tr le temps de charge et 7 est 1a constante de temps
ou durée de I'impulsion qui correspond au temps nécessaire pour que le voltage atteigne 37%
de sa valeur maximale




Ainsi t© gouverne la forme de 'onde de décharge illustrée sur la figure 11 (tiré de
KNUTSON et YEE, 1987) et représente le temps mis par le champ électrique pour decroitre de
1/e (0,37) de sa valeur initiale. EQ et 1 sont les deux plus importants parametres €lectriques; ils
doivent €tre déterminés en fonction du type cellulaire €étudié. Il existe un second type de
décharge, appelé "vague carrée” qui fait intervenir un champ électrique d'intensité constante
pendant une certaine durée.

AJL3.9.3 Les différents parameétres influencant I'électroporation.

Plusieurs parameétres importants doivent étre déterminés car ils jouent des réles
prépondérants dans l'efficacité de transfection et dans le taux de survie: l'intensité du champ
électrique, la constante de temps, le nombre d'impulsions et la température. D'autres variables
biologiques peuvent également intervenir telles que le type cellulaire, la force ionique du milieu
d'électroporation, la concentration d'ADN, sa taille et sa topologie.

Beaucoup de travaux ont rapporté des études sur l'effet de l'intensité du champ électrique
et de la constante de temps sur l'efficacité de transfection et le taux de survie. Les pionniers de
I'électroporation utilisaient des intensités de champ électrique entre 3 et 16 kV / cm avec des
constantes de temps de 'ordre de la microseconde (NEUMAN et al, 1982; POTTER et al,
1984; MIR et al, 1987; TATSUKA et al, 1988); ces conditions entrainaient une perte importante
de la survie des cellules et des conditions moins drastiques ont été préconisées avec des
intensités de champ électrique inférieures & 1 kV / cm et des constantes de temps de 'ordre de la
milliseconde (KNUTSON et YEE, 1987; CHU et al, 1987, BARSOUM, 1990). L'avantage
d'appliquer une succession d'impulsions (3 a 10 impulsions) n'a pas été démontré mais certains
auteurs ont obtenu de meilleurs taux de transfection avec une multiplication d'impulsions
(HAMA-INABA et al, 1986; NEUMAN et al, 1982; ZERBIB et al, 1985).

La transfection par électroporation est apparue pour certains plus efficace avec de faibles
températures de 0 a 4°C (POTTER et al, 1984; STOPPER et al, 1987). D'autres ont obtenu de
meilleurs résultats & température ambiante (CHU et al, 1987). La température peut affecter les
propriétés physiques de la membrane et notamment influencer la durée de I'état de
perméabilisation. Les cellules électroporées peuvent restées perméables plusieurs heures si de
faibles températures sont maintenues (TEISSIE et al, 1987); l'incubation & 37°C permet en
quelques minutes, la réversibilité de la perméabilisation (MICHEL et al, 1988).
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Pour I'électroporation comme pour toutes les autres techniques de transfection, I'état des
cellules hotes est une caractéristique primordiale: il faut que les cellules soient en phase de
croissance exponentielle pour obtenir de bons taux de transfection (CHU et al, 1987).
Cependant, il reste une variable non contrlable qui est la capacité naturelle de certaines cellules
a intégrer ' ADN. Le milieu de transfection peut également influer sur la viabilité cellulaire ainsi
que sur le taux de transfection; il convient d'employer une solution convenablement tamponnée
pour éviter I'€lectrolyse de la solution au voisinage des électrodes contribuant & un changement
de pH. Des milieux tels que HBS (tampon HEPES salin), PBS (tampon phosphate salin)
semblent bien adaptés et sont couramment utilisés (KNUTSON et YEE, 1987). La nécessité de
cations comme Ca2+ et Mg2+ dans le milieu d'électroporation n'a pas été montrée. Les cations
divalents sont reconnus pour stabiliser les membranes et leur présence pourrait rendre les
membranes cellulaires plus résistantes: I'augmentation des concentrations de MgCl2 dans le
milieu d'électroporation a eu pour conséquence de diminuer le taux de transfection de certaines
cellules NEUMAN et al, 1982).

La forme de I'ADN a également une influence: I'ADN circulaire et superenroulé est
souvent utilisé dans des systémes d'expression transitoire qui ne nécessitent pas d'intégration
dans le génome hote. L'ADN linéarisé a une capacité recombinatoire plus importante et permet
d'obtenir de meilleurs taux de transfection avec intégration de ' ADN hétérologue dans le
généme hote (POTTER et al, 1984). Le taux de transfection dépend aussi de la concentration de
I'ADN avec de meilleurs résultats lorsque la concentration d'ADN est plus importante (CHU et
al, 1987; NEUMAN et al, 1982; STOPPER et al, 1987); les quantités habituelles utilisées
varient entre 10 et 100 pg. On ne connait pas la taille limite d'une molécule d ADN pouvant étre
transfectée par électroporation, mais un ADN double brin linéaire de 150 Kb a été introduit dans
des cellules CV-1 (KNUTSON et YEE, 1987).

A.JL3.10.1 Taux de transfection.

Le tableau suivant (tableau VI) compare les taux de transfection obtenus par différentes
techniques de transfection sur diverses lignées cellulaires. Le taux de transfection est défini
comme le rapport entre le nombre de clones obtenus aprés la transfection et le nombre de
cellules initialement soumises a la technique de transfection. Ces résultats montrent que
I'électroporation est une technique efficace, avec des taux de transfection souvent proches de
1.10-3. La technique qui donne les meilleurs taux de transfection reste la technique par
microinjection mais qui ne permet de traiter qu'un petit nombre de cellules et nécessite des
cellules de taille importante.
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A.J1.3.10.2 Intégrité de I'ADN transfecté.

L'intégration d'ADN dans des cellules par des techniques biochimiques implique le
passage de ' ADN a travers des lysosomes avant d'arriver dans le noyau. Ce passage peut
entrainer mutations et réarrangements de I'ADN par les enzymes lysosomales
(KUCHERLAPATI, R. ET SKOULTCHI, A.L, 1984). Par contre, par la technique
d'électroporation, les molécules d ADN pénétrent directement dans le cytoplasme, évitant ainsi
le passage dans les lysosomes; dans la méme optique la technique par microinjection va
permettre d'intégrer directement I'ADN dans le noyau et d'éviter ce risque de réarrangements.

technique de Lignées nombre de ADN Taux de Références
transfection cellulaires cellules introduit transfection
technique
phosphate de
calcium:
) 6 | ABRAHAM
* standard CHO tk 2,5.106 | Tk-gene-HSV| 3,2.10-6 et al (1982)
: 1 -1 CHEN et
*modifié | NIH3T3 10 peDneo 3,2.10 OKAYAMA
(1987)
6 -4 VERNON et
Protoplastes |  J558L 10 pSV2gpt 10 al (1983)
- - 2 |FELGNER
Liposomes Ltk 105 pSV2neo 4,5.104 alf((}1987) *
7 ) 2 | KURATA e
Laser NRK 5.10 Eco-gpt 6,6.10 al (1986)
congélation | BALB 3T3 107 pSV2neo 5.106 SA%%%II? N
c e . R . YAMAMOTO
microinjection Ltk 2.102 pTK-1 2,5.10°1 et al (1982)
a1 | CHO-dhfr 1.10 phIL-4dhfr | 9,2.10 a1 (1988)

Tableau VI: comparaison des différents taux de transfection obtenus suivant la technique de
transfection
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A.111. LA SELECTION DES CELLULES ANIMALES
RECOMBINANTES.

Apres la transfection, les cellules sont remises en culture avant de commencer la sélection
des cellules qui sont effectivement recombinantes: 1a sélection consiste 2 empécher la croissance
des cellules non recombinantes. Lors des premiéres études réalisées, les génes codant pour la
protéine d'intérét et pour le marqueur de sélection, étaient inclus dans un vecteur unique.
Cependant, WIGLER et al (1979) ont montré qu'il était possible de transfecter deux vecteurs
simultanément: ce qui a permis d'éviter des constructions de vecteurs complexes. La
cotransfection de deux vecteurs portant I'un le géne d'intérét, I'autre le marqueur de sélection
s'est ainsi généralisée.

1l existe plusieurs types de marqueurs basés, soit sur une sélection par complémentation, soit
sur une sé€lection par I'utilisation de génes dominants. Plusieurs marqueurs sont dépendants des
voies de biosynthese des bases puriques et pyrimidiques représentées sur la figure 12.

Il y a deux voies de biosynthése des nucléotides impliquant différentes enzymes: une voie
endogene et une voie de sauvetage. Il existe des molécules qui inhibent sélectivement une de ces
deux voies de synthése en inactivant de fagon spécifique une des étapes. Des mutants sont
faciles & obtenir car des cellules déficientes pour une des deux voies peuvent croitre en utilisant
la seconde voie. Si cette derniére est bloquée par une molécule spécifique, les cellules mourront
a moins d'introduire le géne sauvage remplacant le géne muté. Ce principe est a la base des
systémes de sélection par complémentation.

A.111.1 Sélection par complémentation

a]]]llﬂ «La Ea

Le géne de la thymidine kinase, qui est exprimé dans la plupart des cellules animales,

code pour une enzyme impliquée dans la voie de sauvetage de la synthése de nucléotides a partir
de la thymidine. Un certain nombre de lignées cellulaires tk- ont été isolées de différentes
espéces animales telles que des cellules de souris (cellules L tk-) (WIGLER,1977), des cellules
humaines (cellules 143 tk- ) (BACCHETI ET GRAHAM,1977), des cellules de rat (fibroblastes
Rat-2) (TOPP,1981).
Un milieu sélectif a été développé (LITTLEFIELD,1963), contenant de I'hypoxanthine, de
'aminoptérine et de la thymidine (milieu HAT) dans lequel seules les cellules exprimant le géne
tk pourront croitre (l'aminoptérine bloquant la synth&se endogéne de la thymidine
monophosphate, la guanine monophosphate et 'adénine monophosphate); le géne de la

-31-
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Figure 12: les différentes voies de biosynthése des nucléotides (OLD ET PRIMROSE,
1985)
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thymidine kinase du virus de I'Herpes simplex a été cloné dans un plasmide bactérien
(COLBERE-GARAPIN et al,1979) et utilisable pour des constructions d ADN recombinant.
La seule limitation & ce systéme de sélection reste la nécessité d'obtenir une lignée cellulaire tk-.

A.J111.1.2 Dihydrofolate réductase

Des mutants de cellules CHO déficientes pour l'enzyme dihydrofolate réductase
(URLAUB ET CHASSIN,1980) ne peuvent pas synthétiser le tétrahydrofolate et ne peuvent
alors croitre que dans du milieu supplémenté avec de la thymidine, de la glycine et des purines.
La transfection de ces cellules avec un vecteur qui exprime le géne de la dihydrofolate réductase
(dhfr) fournit des clones qui sont capables de croitre en absence de ces suppléments
(SUBRAMINI et al,1981; KAUFMAN et al,1985).

!]]]I§3 . L L' P

* Deux enzymes du métabolisme des purines, I'adénine phosphoribosyltransférase
(APRT) et I'hypoxanthine phosphoribosyltransférase (HPRT) peuvent étre utilisées comme
marqueurs de sélection dans des cellules déficientes pour I'une de ces deux enzymes. Le géne
APRT de hamster a €té cloné (LOWY et al,1980) et utilis€ pour sélectionner des cellules apres
transfection (ROBERTS et AXEL,1982). Le géne HPRT humain a également ét€ cloné (JOLLY
et al,1983) et peut complémenter des cellules HPRT-, leur permettant de survivre dans du
milieu HAT.

* Une seule protéine posséde trois activités enzymatiques dans la biosyntheése endogéne

de l'uridine, la CAD (carbamyl phosphate synthétase, aspartate transcarbamylase et
dihydroorotase). La transfection d'un vecteur exprimant la protéine CAD d'hamster Syrien dans
des cellules CHO CAD-déficientes permet la sélection de transfectants qui sont capables de
croitre en absence d'uridine (ROBERT DE SAINT VINCENT et al,1981).
La L Phosphonacétyl-L-aspartate (PALA) est un inhibiteur spécifique de I'activité aspartate
transcarbamylase de la CAD. La croissance de cellules sauvages ou transfectées en présence de
concentrations croissantes de PALA permet d'amplifier le ggne CAD ainsi que les séquences
d'ADN qui lui sont liées (ROBERTS DE SAINT VINCENT et al,1981;WAHL et al,1984). Le
géne codant pour l'aspartate transcarbamylase de E.Coli (pyr B), exprimé dans des cellules
CHO déficientes pour l'aspartate transcarbamylase est également amplifié par la sélection au
PALA (RUIZ ET WAHL,1986).
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A.111.2. Selection par utilisation de marqueurs
dominants.

L'utilisation de marqueurs de sélection dominants élimine le besoin d'isoler des lignées
cellulaires mutantes spécifiques. Beaucoup de ces marqueurs de sélection dominants dérivent de
génes procaryotiques et ont été adaptés pour permettre I'expression dans des cellules
eucaryotiques.

L'antibiotique aminoglycoside appelé généticine (G418) est un analogue des antibiotiques
antibactériens néomycine et kanamycine. Il agit en inhibant la fonction des ribosomes 80S et
bloque ainsi, la synthése des protéines des cellules eucayotes. Toutes les molécules de type
aminoglycosides peuvent étre inactivées par des aminoglycosides phosphotransférases 3' dont
les génes (appelés néo) sont situés sur les transposons Tn601 (903) et TnS. JIMENEZ ET
DAVIES (1980) ont montré que l'expression du géne néo (Tn601) dans des cellules eucaryotes
conférait la résistance au G418. 11 a également été vérifi¢ que le géne néo sur le transposon Tn5
conférait la résistance au G418 pour les cellules animales transformées par ce géne (COLBERE-
GARAPIN, 1981; SOUTHERN ET BERG, 1982). Les cellules animales traitées par le G418
cessent de se diviser et meurent. Si le géne bactérien néo est introduit dans un vecteur sous le
contrdle de signaux d'expression appropriés, les cellules transfectées deviennent résistantes au
G418 (SOUTHERN ET BERG, 1982).

La xanthine-guanine-phosphorybosyltransférase bactérienne (XGPRT) peut convertir la
xanthine en XMP, I'hypoxanthine en IMP et la guanine en GMP. Les cellules animales ne
posseédent pas cette activité et meurent si la synthé¢se de guanine est bloquée par de l'acide
mycophénolique. Le géne XGPRT de E.coli a ét€ cloné et incorporé dans un vecteur adéquat
qui permet de conférer aux cellules animales, la résistance & l'acide mycophénolique
(MULLIGAN ET BERG, 1981).

g]]]zis’c i ) :E s

Nous avons mentionné précédemment l'utilisation du géne cloné DFHR pour
complémenter des cellules mutantes DHFR-. Le géne DHFR peut €tre également utilisé comme
marqueur de sélection dominant. En effet, ce géne code pour des dihydrofolate réductases qui
sont insensibles au méthotréxate (MTX). Le méthotréxate est un analogue du folate qui se lie

-34-



fortement a la dihydrofolate réductase pour inhiber son activité; les cellules meurent alors. Des
cellules qui contiennent un géne DHFR muté peuvent devenir résistantes au méthotréxate : le
cDNA a €été cloné et le transfert de ce géne muté DHFR 2 des cellules sauvages confere la
résistance au méthotréxate (WIGLER et al, 1980), d'ou la possibilité de l'utiliser comme
marqueur dominant.

D'autres études ont montré que des cellules devenues résistantes au méthotréxate
surproduisaient I'enzyme DHFR. Cet autre aspect va étre utilisé pour amplifier des séquences
d'ADN. En effet, les séquences d'ADN qui seront liées au géne DHFR seront amplifiées. Par
ajout progressif de méthotréxate dans le milieu de culture, seules les cellules qui multiplieront le
nombre de copies du géne DHFR pourront survivre. Le systtme le plus utilisé avec
amplification de 'ADN exogéne est la lignée cellulaire CHO-DHFR-, appelée CHO-DUK
(URLAUB ET CHASIN, 1980) dans laquelle est transfecté un vecteur possédant le géne
DHFR.

A. . STABILLITE DE L' ADN TRANSFECTE.

S'il est maintenant évident que des cellules animales peuvent exprimer une protéine a
partir d'un ADN hétérologue transfecté, il est cependant moins connu I'état exact et la stabilité
de cet ADN dans la cellule hdte. Plusieurs phases peuvent étre définies apres l'introduction de
I'ADN exogéne dans la cellule:

-Immédiatement aprés transfection de I' ADN, un pourcentage élevé de cellules (10-100%) peut
exprimer I'ADN pendant 24 a 72 heures. Cette phase est appelée expression transitoire.

-Apres sélection adéquate, un certain nombre de cellules vont continuer de produire la protéine
recombinante et seront prénommées transfectants stables. Mais cette stabilité n'est conservée
que si les cellules sont maintenues sous pression de sélection (WEIDLE et al, 1988).

-Apres une période plus longue (60 jours), certaines cellules peuvent devenir des transfectants
stables permanents avec incorporation de ' ADN exogéne dans le génome hote; la pression de
sélection peut €tre alors retirée.
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B. PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES PAR
CULTURE EN M.ASSE DE CELLULES ANIM.ALES.

B.1. LES CULTURES EN REACTEURS

B.1.1 Introduction

De nombreux types de bioréacteurs pour la culture de cellules animales sont maintenant
disponibles sur le marché. Le choix du bioréacteur pour une lignée cellulaire particuliére est
déterminé en fonction d'un certain nombre de parametres: le type cellulaire, la nature du
produit, I'échelle de I'opération, I'espace disponible et les cofits opérationnels de I'équipement.
En général, la culture cellulaire en bioréacteurs peut étre divisée en deux catégories:

- 1a culture avec des cellules support-dépendantes (exemples: cultures primaires dérivées de
tissus normaux et lignées cellulaires diploides)

- la culture de cellules animales en suspension (exemples: lignées cellulaires dérivées de
tumeurs et de tissus cancéreux, les lignées cellulaires diploides transformées, les hybridomes,
etc).

Dans certains cas, le méme bioréacteur peut étre adapté ou modifié pour cultiver des cellules en
suspension ou support-dépendantes. Un bioréacteur doit , de fagon idéale, permettre le maintien
de la culture cellulaire stérile dans des conditions de milieu qui favorisent la croissance cellulaire
et / ou la productivité. En pratique, on peut rencontrer de nombreuses difficultés:

- des problémes de contamination peuvent arriver a tous les stades de la culture.

- de nombreuses intéractions complexes coexistent dans le bioréacteur: physiques, chimiques et
biochimiques, comprenant l'agitation et I'aération, les cinétiques de croissance et de formation
d'un produit par rapport aux besoins nutritionnels des cellules, I'accumulation de facteurs
toxiques et les effets néfastes a la culture diis aux mécanismes d'agitation et d'aération utilisés.
Tous ces facteurs doivent &tre pris en compte en fonction de 1'échelle, de 1a géométrie et de la
configuration du bioréacteur.

B.1.2 Les modes de culture.

" 11

Dans une culture en mode discontinu, un inoculum de densité connue est ensemencé dans
le bioréacteur avec un volume défini de milieu préconditionné. Rien ne doit étre ajouté, ni retiré
du bioréacteur pendant toute la durée de la culture. Cependant, en pratique, des additions d'air,
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de CO2 et d'acides et de bases (pour le contrdle du pH) sont réalisées. Les cultures en mode
discontinu de cellules en suspension peuvent étre effectuées dans deux types de biréacteurs
(figure 13):

- bioréacteur classique agité.

- air lift

> Exhaust gas
77 777
Circuialion_._.___.._f\ f\'
O
Draugnt tube ;
- 0
——— 0
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Figure 13: configuration de bioréacteurs pour culture en mode discontinu: 1) réacteur
agité; 2) bioréacteur airlift (d'aprés HANDA-CORRIGAN, 1991).

Les nutriments vont €tre épuisés au cours du temps tandis que les toxiques et les produits
vont s'accumuler dans le milieu (MILLER, 1988; DODGE et al, 1987; BUTLER, 1985). La
croissance cellulaire sera bréve de l'ordre de 3 2 5 jours suivie du déclin cellulaire. Ce décés
peut &tre attribué notamment 2 I'épuisement de certains nutriments tels que glucose, glutamine
ou acides aminés (BUTLER et al, 1983) ou a I'accumulation de toxiques comme le lactate ou
les ions ammonium (DODGE et al, 1987; BUTLER et al, 1983).

i ) [ : ) , *fed batch”

Ce mode de culture consiste 4 alimenter en milieu frais le bioréacteur sans rien soutirer par
aiileurs; le volume du milieu de culture dans le bioréacteur va donc augmenté progressivement.
L'alimentation peut se faire soit de fagon séquentielle soit de fagon continue. Le débit

‘d'alimentaton doit étre choisie de maniére adéquate pour permettre le maintien de la croissance
cellulaire pendant une durée plus importante. Le terme de culture en mode semi-continu est
également employé quand il s'agit de I'addition ponctuelle de glucose ou de glutamine pour
limiter les productions de lactate et d'ions ammonium (MILLER et al, 1987, 1988). Ce mode
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de culture améliore la croissance et la produtivité des cellules (GLACKEN et al, 1989) par
rapport 3 un systéme en mode discontinu.

B.1.2.3.Le mode recharge-récolte,

Ce mode de culture consiste en une succession de cultures en mode discontinu avec
réensemencement des cellules de la culture précédente (SMILEY et al, 1989; HU et al, 1986;
MURATA et al, 1988). Ce mode de culture a I'avantage de permettre des durées de culture

importantes.
B.1.2.4.Le mode continu ou perfusé,

Une alternative 2 la culture en mode discontinu ou en mode semi-continu est la culture en
mode continu; elle consiste & apporter continuellement du milieu frais dans le bioréacteur tout en
soutirant le milieu usagé. Deux systémes différents sont alors utilisables:

- soit le milieu soutiré s'accompagne de la sortie des cellules: ce mode de culture est appelé
continu ou chémostat et est trés utile pour étudier les différentes cinétiques en fonction des
conditions d'environnement de la cellule; le volume du milieu dans le réacteur est maintenu
constant et un état stationnaire est atteint lorsque la densité cellulaire et la concentration de
substrat restent constantes.

- soit les cellules sont maintenues dans le bioréacteur lors du soutirage et le mode de culture est
alors appelé "perfusé”. Ce mode de culture permet d'obtenir de hautes densités cellulaires tout
en utilisant des débits de plusieurs volumes jours (REUVENY et al, 1986). Les inconvénients
de tels systémes sont les risques de colmatage lorque la perfusion utilise des membranes, les
limitations en oxygéne ou en nutriments dans les réacteurs perfusés hétérogénes.

Les cinétiques de croissance, de consommation et de production sont comparées suivant le
mode de culture sur la figure 14.

Batch Perfusion Chemostat
Cells Cell§_
- R Cells

7L O  bt

Products ,/ Nutrients
/ Nutrients

/
/
/
.. ,
**.._ Nutrients R4 Products Products
*tseace |

Figure 14: cinétiques de consommation de nutriments et d'accumulation de cellules et de
produits suivant le mode de culture (d'aprés HANDA-CORRIGAN, 1991).
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Les différentes productivités suivant le mode de culture employé sont données dans le
tableau VII (GRIFFITHS, 1992).

mode de culture cellules rendement de mg par litre et durée (jours)
(millions) production (mg / par mois
semaine)
discontinu 3 100 200 7
recharge-récolte 3 200 600 21
semi-continu 6 200 500 14
- perfusé 30+ 3000 12000 > 30
chemostat 2 300 1200 > 100

tableau VII: productivité optimale suivant le mode de culture employé (GRIFFITH, 1992).

De nombreuses configurations de réacteurs existent maintenant et sont regroupées sur la

figure 15 (MARC, 1988).
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B.1.3 Les différentes réegulations physico—chimiques dans
le bioréacteur

B.1.3.1 Lo température,

La température dans le bioréacteur est contrdlée, soit par une circulation d'eau dans une
gaine reliée 2 un bain marie thermostaté, soit par une circulation d'air chaud a l'intérieur de la
gaine (exemple SGI, France). La température usuelle de culture de cellules animales est de
37°C. Pour des températures inférieures a 37°C, un ralentissement du métabolisme a été observé
(KURANO et al, 1990a); par contre des températures supérieures a 37°C entrainent la synthése
de protéines de choc thermique intracellulaire accompagnée d'un ralentissement de la croissance
(GOOCHEE ET PASSINI, 1988).

Bl32LepH.

Le milieu de culture contenant du bicarbonate de sodium est utilisé pour maintenir
constant la pH par addition de CO2:

Hy0 + COg ------- >HyCO3 -------- >H* + HCO3"

Dans les bioréacteurs, 'acidification du milieu liée en grande partie a la production d'acide
lactique est contrebalancée par l'ajout de soude. Le contrdle du pH semble €tre un point
important dans 'attachement et la croissance cellulaires (LEIST et al, 1986; DODGE et al,
1987). Cette régulation peut également accroitre la production d'une protéine recombinante par
rapport a un systéme avec pH non régulé (SMILEY et al, 1989). Pour la plupart des lignées
cellulaires, la gamme de pH optimale pour la croissance cellulaire varie entre 6,9 et 8 (EAGLE
et al, 1973), avec des valeurs usuelles de I'ordre de 7,2; cependant certaines lignées cellulaires
telles que CHO ont des pH optimum plus élevés de 7,4 4 7,6 (KURANO et al, 1990a).

B]Zi[" i [ EE: s I

L'oxygeéne est un élément essentiel dans la culture de cellules animales. Celui-ci se
comporte comme un accepteur d'électron dans la chaine de transport d'électrons et sert A la
production d'énergie via la phosphorylation oxydative. La consommation spécifique d'oxygene
varie d'une lignée cellulaire 2 une autre mais est généralement comprise entre 0,05 et 0,5 mmol
02 /h.109 cell. Pour des cultures avec de faibles volumes, I'aération peut se faire dans le ciel du
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réacteur avec une oxygénation qui aura lieu & l'interface air / milieu de culture (HU ET WANG,
1986). Pour des cultures avec des volumes importants, des systémes d'aération par diffuseur
d'air directement dans le liquide sont employés avec diffusion de bulles d'air (GARDNER et al,
1990; PASSINI ET GOOCHEE, 1989); ces systémes sont cependant peu utilisés lors de
culture sur microporteurs, car les bulles de gaz risquent de décoller les cellules de la surface des
microporteurs. Il existe également des syst¢mes d'aération sans bulles par un aérateur de
surface (HU et al, 1986) ou par l'intermédiaire de tuyaux en silicone de faibles diamétres, liés &
I'axe d'agitation ou fixes (WAGNER ET LEHMAN, 1988; WAGNER, 1990).

B.1.4 Le milieu de culture et [e meétabolisme cellulaire.

B.1.4.1.1, Les glucides

Le glucose est la principale source d'énergie et de carbone des cellules animales en
culture. Mais le glucose peut étre remplacé par du fructose ou du maltose (IMAMURA et al,
1982) avec des productions d'acide lactique moindres qu'en présence de glucose. L'utilisation
de galactose est également possible (WAGNER, 1990). REITZER et al (1979) ont fait pousser
des cellules HeLa soit avec du glucose, du galactose ou du fructose et ont montré que la
croissance était identique quelle que soit la source carbonée; cependant les voies métaboliques
empruntées par les cellules variaient avec chaque composé.

B.I.4.1.2, La glutamine
La glutamine est un élément énergétique prépondérant du milieu de culture. En
présence de glucose, la glutamine fournit 30% de I'énergie cellulaire de cellules HeLa alors
qu'en présence de galactose ou de fructose, il a été montré que la glutamine pouvait fournir
98% des besoins en énergie de cellules HeL.a (REITZER et al, 1979).

B.1.4.1.3. Les acides aminés
Les acides aminés jouent un role important dans le métabolisme de cellules animales
en culture. Ils occupent diverses fonctions, notamment dans la synth&se protéique. De
nombreux acides aminés servent de précurseurs dans la formation de petites molécules: par
exemple le glutathion & partir de glycine, la choline & partir de sérine, les purines & partir de
glycine, glutamine et aspartate (METZLER, 1977).
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B.1.4.1.4. Les lipides

Plusieurs lipides tels que le cholestérol, I'acide linoléique et certains phospholipides
stimulent la croissance de certaines lignées cellulaires (SPECTOR, 1972). Généralement, il
n'est pas rajouté de lipides dans les milieux de culture en présence de sérum de veau car ce
dernier en contient suffisamment. Mais, lors de développement de milieux de culture sans
sérum, les lipides ont ét€ inclus dans les formulations de ces milieux (BARNES ET SATO,
1980; GLASSY et al, 1988). 11 a par ailleurs été¢ montré que la production d'antithrombine III
par culture de cellules CHO ou BHK recombinantes, était fonction des concentrations d'acides
gras présentes dans le milieu de culture en absence de sérum de veau (SCHMID et al, 1991).

B.1.4.1.5, Les vitamines

Les vitamines sont des constituants courants des milieux de culture. Des vitamines
telles que choline, acide folique, nicotinamide, pantothénate, pyridoxal, riboflavine et thiamine
sont indispensables 2 la culture des cellules animales (LAMBERT ET BIRCH, 1985). D'autres
vitamines comme la biotine, la vitamine B12, I'inositol sont également présentes dans certains
milieux de culture (HAM F12). Plus récemment des études ont montré par des dosages de 4
vitamines (I'acide ascorbique, la nicotinamide, la choline et la thiamine), la possibilité de
limitations de croissance de cellules CHO par déplétion en vitamines (KURANO et al, 1990b).

B.1.4.1.6. Les sels minéraux
Un certain nombre d'ions, sodium, potassium, calcium, magnésium et phosphate
semblent essentiels a la croissance cellulaire. Ils interviennent notamment dans le contrdle du
pH et de I'osmolarité du milieu (LAMBERT ET BIRCH, 1985).

B.I.4.1.7. Autres molécules
Des molécules d'attachement cellulaire comme la fibronectine ou le collagéne sont
particulierement importantes surtout pour les cellules support-dépendantes. D'autres molécules
comme les facteurs de croissance jouent un role déterminant et sont étudiées et purifiées pour la
formulation de milieu défini sans sérum (HEWLETT, 1991;MINAMOTO et al, 1991; JAYME,
1991).

B.1.4.1.8. Le sérum
Le sérum est un milieu extrémement complexe avec de petites et grosses molécules
mais dont la composition exacte est inconnue. Les composants majeurs et leur fonction sont
décrits tableau VIIIL.
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| Composants Fonctions principales

PROTEINES:

* Albumine - transport des lipides, hormones
. ' - capacité tampon

* Fibronectine - attachement cellulaire

* ) : - Inhibiteur de la trypsine

* ggml\idnaécroglobulme - améliore I'attachement cellulaire

* Transferrine - transport du fer

POLYPEPTIDES ET FACTEURS DE
CROISSANCE:

* Insuline - favorise la consommation du glucose et des
acides aminés
* IGF I et I1, Somatomédine A et C, MSA - Mitogénes

* Facteurs de croissance (EGF, FGF, ECGF) | - Mitogénes

* Glutathion - Réaction rédox

* Hydrocortisone - induit la différenciation cellulaire; favorise
I'attachement cellulaire

*(Estrogénes, androgénes - Mitogeénes

* Hormones thyroides (T3, T4) - consommation d'oxygene, favorise la
croissance et la différenciation de différentes
cellules

LIPIDES:

* acide linoléique, cholestérol, prostaglandine | - biosynthése des membranes
METABOLITES:

* acides aminés, pyruvate, polyamines - prolifération cellulaire
MINERAUX:
* Fe, Zn, Cu, Mn, Se03, Co,... - activation enzymes

Tableau VIII: Composants majeurs du sérum nécessaires a la survie et & la croissance cellulaire.
(MAURER, 1986)

B.1.4.1.9. Le butyrate de sodium.

Le butyrate est un lipide naturel a quatre atomes de carbone que I'on retrouve couramment
dans les aliments notamment dans les acides gras du lait. En 1983, GORMAN et al (1983b) ont
montré que des cellules HeLa ou des cellules de singe CV-1 qui avaient été transfectées avec le géne
chloramphénicol acétyltransférase (CAT) sous le contrdle du promoteur précoce de SV40, en
présence de butyrate de sodium, répondaient a des expositions répétées de butyrate de sodium par une
induction de sept fois et demie de 'expression du géne CAT. D'autres auteurs (DORNER et al, 1989)
ont montré une augmentation dans la sécrétion du facteur VIII, du facteur Von Willebrand apres
incubation des transfectants stables avec du butyrate de sodium. Plus récemment, des cellules CHO
recombinantes exprimant l'activateur du plasminogéne tissulaire(tPA) (PALERMO et al, 1991) sous
le contrdle du promoteur cytomégalovirus et soumises a des incubations répétitives de 5 mM de
butyrate de sodium, exprimaient le tPA deux a neuf fois plus par rapport & un témoin non induit. De
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méme, il a été obtenu une augmentation de I'expression du facteur VIII par des cellules CHO aprés
induction par 3 mM de butyrate de sodium (GANNE et al, 1990).

Au niveau moléculaire, le butyrate de sodium est responsable de changements de la struture de
la chromatine dis 2 une hyperacétylation des histones résultant d'une activation de transacétylase ou
de l'inhibition de déacétylase (KRUH, 1982; REEVES ET CSERIJESI, 1979); ce changement serait
en relation avec la modification de I'expression des génes observée (KRUH, 1982; PALERMO et al,
1991). Le mécanisme d'action reste inconnu, mais des auteurs ont noté d'autres effets du butyrate de
sodium (BOFFA et al, 1981) tels qu'une inhibition réversible de la phosphorylation des histones H1
et H2A, l'inhibition de la synthése d'ADN, une réduction dans le taux de synthése et dans la
méthylation des protéines nucléaires. L'acétylation des histones pourrait étre un mécanisme entrant en
jeu dans l'activation des génes, par modifications des interactions histones-ADN (KRUH, 1982);
I'acétylation des histones modifie I'accessibilité de la chromatine aux DNAses; ces derniéres attaquant
préférentiellement les génes actifs. Le butyrate de sodium agit également sur le cycle cellulaire en
bloquant les cellules au niveau de la transition entre la phase G1 et la phase S; I'incorporation de 3H)
thymidine dans 'ADN est par ailleurs stoppée (PALERMO et al, 1991), notamment avec des
concentrations de butyrate de sodium supérieures a 2,5 mM (BOFFA et al, 1981).

Les diverses voies métaboliques empruntées sont schématisées figure 16 (MILLER et al,

1988); elles comprennent les voies intervenant dans la production d'énergie et dans la synthése
de constituants cellulaires.

-45-



Glucose

Biosynthasis

NADH « N *
. 4

ATP : NADH
GLYCOLYS:S

Sering ———— Glycine
4

NADH
Amino Acids
NADH
NAD
r
NADH Pyruvate

" . Acatyl CcA = Eiosynthesis
Laciate Giu

NAD(FIH ‘\
a-kG
Alanine NAD(F) _/

Asparsgine
. 4
NAD j‘-’” | Giu
Amino -+ \ ’ Gin
Acids = - » TCACYCLE
Aspariate
Giu Y
& nlagluxamo a-kG
NADH amine acd
il
NACH + 02 /
NAD \
a-ketw acd
ACP
NAD - HOH Gu.!amatc
2y -\H —— Biosynihesis
E*ﬂreﬂhgafavign C
i i
G:utammn Pyrrolidcpa
Car:cxync
Adc
*
NH A

Figure 16: représentation des différentes voies métaboliques (d'apres MILLER, 1988).
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B.11. LES SYSTEMES DE CULTURE EN MASSE POUR
CELLULES SUPPORT-DEPENDANTES

B.11.1 Les microporteurs

Les microporteurs représentent le systéme le plus courant pour la culture de cellules
support-dépendantes. Les caractéristiques les plus importantes communes a tous les
microporteurs commercialisés sont décrites ci-dessous.

8.1%.1.1, Lo taille,

Une grande surface par unité de volume de culture permet d'optimiser le potentiel de
croissance cellulaire. Ce qui implique la nécessité d'avoir des particules de dimensions les plus
petites possibles. Cependant, les microporteurs doivent étre de taille suffisante, pour que
I'inoculum initial permette une bonne initiation de la croissance cellulaire. Des observations sur
la croissance de cellules BHK sur des billes de verre de différents diameétres, ont montré que la
croissance cellulaire diminuait pour des diametres de bille inférieurs 2 50 pm (MAROUDAS,
1972). La plupart des microporteurs commercialisés ont un diamétre optimal entre 100 et
200um. Par exemple, la mise en suspension de 12,6.106 microporteurs de dextrane dans un
litre de culture fournit une surface de 104 cm? et est équivalent 2 la surface disponible de 20
bouteilles roulantes (BUTLER, 1987b). Cette concentration de microporteurs devrait permettre
1a croissance de cellules avec une concentration initiale de 2.105 cellules par ml avec obtention
de 2.106 cellules par ml finales.

B.11.1.2 Lo densits

Afin d'éviter le stress cellulaire et la formation de mousse, la vitesse d'agitation en
bioréacteur doit étre maintenue la plus faible possible. Les microporteurs doivent donc étre trés
légers pour rester facilement en suspension dans le milieu. La densité optimale des
microporteurs est de 1,03-1,05 g / cm3. Bien siir, au cours de la culture, la densité des
microporteurs colonisés va graduellement augmentée. Des vitesses d'agitation de 'ordre de 40-
50 rpm sont adéquates pour de telles cultures.

B.11.1.3 La charge,

La densité de charge du microporteur est un parametre critique dans la croissance
cellulaire. Si la densité de charge est trop faible, I'attachement cellulaire est inadéquat; au
contraire, une densité de charge trop forte a un effet toxique sur les cellules.
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B.11.1.4. Les types de microporteurs,

De nombreux types de microporteurs sont actuellement commercialisés; les principaux
microporteurs commercialisés sont décrits dans le tableau IX:

TYPE NOM MAROQUE PAYS COMPOSITION
Dextrane * cytodex - Pharmacia Suede DEAE-dextrane
* cytodex 2 - Pharmacia Suede dextrane
* Superbeads -Flow USA DEAE-dextrane
* microdex -DextranProducts | Canada DEAE-dextrane
* dormacell -Pfeifer & Langen | Allemagne dimére DEAE dextran
Plastique * biosylon -Nunc Dannemark | polystyréne chargé
* biocarriers - Biorad USA polyacrylamide/DMAP
* cytospheres - Lux USA polystyréne chargé
* acrobeads - Galil Israél polyacroléine
* micargel G - IBF France polyacrilamide/collagén
* bioplas - Solohill Eng. | USA polystyréne
* Mica -Muller-Lierheim | Allemagne | résine Epoxy
Gelatine * gelibeads - KC Biologicals | USA gélatine
* ventregel - Ventrex Sueéde dextrane
* cytodex 3 - Pharmacia USA dextrane couche gélatin
Verre * bioglass - Solohill Eng. [USA plastique couche verre
* ventreglas - Ventrex USA plastique couche verre
Cellulose * DE-52 /53 - Whatman GB DEAE-cellulose

Tableau IX: les principaux types de microporteurs commercialisés (BUTLER, 1987a)

Plus récemment, un nouveau type de microporteurs a été décrit: les microporteurs poreux
(ou macroporteurs) (CAHN, 1990). Ce type de microporteurs posséde les avantages suivants
par rapport aux microporteurs classiques:
- ils offrent une surface spécifique supérieure;
- les cellules peuvent croitre a l'intérieur de pores; elles sont ainsi protégées des effets néfastes
du cisaillement; ce qui permet d'augmenter les vitesses d'agitation et de diffusion d'air.
- la densité cellulaire est plus importante puisque les cellules ne sont pas uniquement confinées a
la surface du microporteur.

Il a ét€ montré que la croissance cellulaire avait lieu initiallement a la surface des
microporteurs poreux puis migrait vers l'intérieur des pores.(NIKOLAI ET HU, 1992). Des
cellules CHO recombinantes ont €t€ propagées sur un syst¢me de porteurs particulierement
poreux (85% de leur volume sont constitués de pores), et ont donné des densités de l'ordre de 1
2 5.108 cellules / ml (YOUNG ET DEAN, 1987). D'autres auteurs ont également décrit la
culture en bioréacteur de cellules CHO sur des porteurs macroporeux en gélatine, dans un
systeme a lit fluidisé (REITER et al, 1990), ou de cellules Vero sur des sphéres poreuses en
verre dans un systéme de lit fixe (LOOBY ET GRIFFITHS, 1988). Plus récemment, des
porteurs poreux en polyéthyléne ont été proposés (BLUML et al, 1992)
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Des systémes d'encapsulation cellulaires ont également ét€ mis au point; ils permettent de
protéger les cellules des contraintes de cisaillement. Des cellules CHO recombinantes ont été
encapsulées dans des billes d'agarose (NILSSON et al, 1988); malgré I'obtention de haute
densité cellulaire, une forte diminution de la production du tPA (activateur du plasminogéne
tissulaire) recombinant a ét€ observée.

B.11.2.Les agrégats.

Une alternative 2 la croissance sur microporteurs est la culture en agrégats. Ce systéme de
culture consiste a2 ensemencer les cellules directement dans le milieu, sans ajout de
microporteurs. Des auteurs ont décrit la culture de cellules support dépendantes telles que des
cellules embryonnaires de souris NIH dans un systéme en agrégats (TOLBERT et al, 1980).
L'ajout d'ions calcium facilite I'agrégation des cellules (GRINNELL, 1977). La taille des
agrégats varie entre la cellule isolée et le paquet de cellules de quelques millimétres de diamétre.
Par la taille importante des agrégats, la rétention des cellules dans un réacteur durant une culture
en mode perfusé est plus simple a obtenir qu'une culture en suspension avec des cellules
individualisées. Une concentration cellulaire plus importante peut étre également obtenue par
rapport & une culture sur microporteurs. Une limitation 2 la culture en agrégats est la faible
vitesse de formation des agrégats; afin de pallier ce probléme, certains auteurs préconisent
I'ajout de microsphéres qui permettraient l'induction de I'agrégation (GOETGHEBEUR ET
HU, 1991); cette méthodologie est analogue & l'induction de la cristallisation. La croissance en
agrégats a été notamment décrite pour des cellules CHO et BHK afin de simplifier la culture et
de réduire les cofits engendrés par les microporteurs (LITWIN, 1990; MOREIRA et al, 1992).
Des cellules CHO recombinantes ont été cultivées en agrégats en bioréacteur en lit fluidisé et
une densité de 2-3.108 cellules / ml a été obtenue (REITER et al, 1992). La sensibilité aux
contraintes de cisaillement de cellules CHO cultivées en agrégats a été abordée en présence et en
absence de sérum et il a ét€ montré que le sérum agissait comme un agent protecteur JORDAN
et al, 1992).

L'un des problémes majeurs de la culture en agrégats est la difficulté d'estimer le nombre
de cellules dans les agrégats. Des techniques d'estimation ont été proposées par la détermination
des volumes cellulaires (BORASTON et al, 1992) ou par la technique au cristal violet
(LITWIN, 1992). La viabilité des agrégats est par contre difficile & estimer.



8.11.3 L'adaptation a [a culture en suspension

Certains auteurs ont tenté d'adapter des cellules CHO support-dépendantes a la culture en
suspension. Le principe consiste & désagréger les cellules qui ont tendance 2 faire de petits
paquets entre chaque passage; cette culture est répétée pendant plusieurs semaines. MURATA et
al (1988) ont adapté des cellules CHO recombinantes a la culture en suspension; aprés deux
passages successifs, le temps de génération des cellules en suspension était de 87 heures alors
qu'il est d'environ 16-20 heures en présence d'un support adéquat. Ce temps de génération fut
réduit a 48 heures aprés 7 passages successifs; ce temps de génération ainsi que la production
de la protéine recombinante se stabilisent pendant les 20 passages suivants.

Afin de limiter I'agrégation naturelle des cellules, des auteurs préconisent la réduction du
taux de calcium dans le milieu de culture (BORASTON et al, 1992).
La production de protéines recombinantes par ces cellules adaptées a la culture en suspension
reste le point crucial. Si certains auteurs ne relévent aucune différence de production quel que
soit le systeme de culture (FAURE et al, 1989), d'autres études (COCKETT et al, 1990) ont
montré une chute de la production de l'inhibiteur tissulaire de métalloprotéinase avec
I'adaptation de cellules CHO 2 la culture en suspension: la vitesse spécifique de production des
cellules en suspension étant cinq fois inférieure a celle des cellules cultivées sur support. Le
nombre de copies reste pourtant constant et les cellules adaptées a la culture en suspension
recouvrent leur production habituelle dés qu'elles retrouvent un support adéquat. L'analyse des
ARN messagers de l'inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases a montré que la diminution de
la production pouvait étre attribuée a une chute du taux d'ARN a I'état stationnaire; cette
diminution de production n'étant pas retrouvée avec d'autres clones, les auteurs ont conclu a
une intégration particuliére du vecteur dans le géndme hote.
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B.111 PRODUCTION DE PROTEINES RECOMBINANTES
PAR CULTURE DE CELLULES CHO (Chinese Hamster
Ovary)

B.111.1 Introduction

Il existe maintenant de nombreuses protéines recombinantes 4 usage thérapeutique
étudiées qui sont issues de culture de cellules animales. Un certain nombre de lignées cellulaires
ont €té€ employées dont les plus courantes sont les suivantes:

* La lignée C127 de tumeur mammaire de souris

* La lignée CHO d'ovaire de hamster chinois

* ]a lignée BHK de rein de bébé hamster.

On peut également citer d'autres lignées telles que Vero ou HeLa qui sont également souvent
utilisées.

B.111.2 Les cellules CHO
B.111.2.1 Historique

C'est en 1948 que le hamster chinois fut introduit comme animal de laboratoire aux Etats
Unis. En 1957, PUCK et al (1958) établissent une lignée fibroblastique 2 partir de 'ovaire de
cet animal. Une sous-lignée de cette souche originelle fut isolée et dénommée CHO-K1 (ATCC
CCL61). Une autre sous-lignée fut adaptée a la culture en suspension et fut prénommée CHO-
S. Il existe entre ces deux sous lignées quelques différences dans le caryotype mais surtout, la
différence majeure réside dans la possibilité de la lignée CHO-S de croitre en systeéme en
suspension alors que la lignée CHO-K1 ne le peut pas.

B.111.2.2 La croissance des ceflules CHO

Les cellules sont auxotrophes pour la proline et nécessitent des milieux contenant cet acide
aminé tels que HAM F12. Un mélange DMEM / HAM F12 est également souvent utilisé pour la
culture de ces cellules. Les cellules CHO croissent de fagon optimale & 37°C et préferent un pH
légerement alcalin; selon les auteurs, le pH préconisé varie entre 7,2 et 7,8. Le temps de
génération des cellules CHO se situe entre 12 et 18 heures.

-51-



B3.111.2.3. Choix des cellules CHO,

Les cellules CHO présentent plusieurs avantages qui les font souvent choisir comme
cellule d'étude: un temps de génération court, une efficacité¢ d'étalement supérieure a3 80%
(I'efficacité d'étalement étant le pourcentage de cellules ensemencées donnant une descendance)
et une bonne robustesse. Ces avantages en font une bonne candidate pour la culture industrielle
et pour l'insertion, par des techniques de génie génétique, de génes étrangers. Leur avenir est
donc dans la production industrielle de protéines recombinantes, d'autant que ces cellules
semblent pouvoir pousser dans des milieux exempts de protéines (HAMILTON ET HAM,
1977). De plus, la lignée CHO-K1 est a I'origine de la plupart des mutants de sélection utilisés
par le génie génétique, comme la lignée CHO-K1-DHFR- (URLAUB ET CHASIN, 1980).

La cellule CHO a donc ét€ trés souvent utilisée comme cellule modele:
- pour développer des milieux sans sérum (GASSER et al, 1985)
- pour tester l'influence de l'environnement cellulaire sur la glycosylation d'une protéine
recombinante (HAYTER et al, 1992);
- pour comparer la glycosylation de la protéine recombinante avec celle de cette méme protéine
issue d'autres cellules (GOTO et al, 1988);
- pour étudier les différences de morphologies cellulaires suivant les constituants du milieu
(MENDIAZ et al, 1986)
- pour tester de nouvelle configuration de réacteur (REITER et al, 1991);
- pour étudier I'utilisation et la stabilité de vitamines dans des milieux sans sérum (KURANO et
al, 1990b).

B.111.3 Production de protéines recombinantes par des
cellules CHO.

Un certain nombre de protéines recombinantes ont été exprimées dans les cellules CHO
dont les plus importantes sont consignées dans le tableau suivant (tableau X), ainsi que les
différents modes de culture utilisés. Certaines protéines recombinantes, produites par des
cellules CHO sont déja commercialisées; la premiere ayant été€ le tPA (tissue plasminogen
activator).
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Produit systéeme de mode de milieu sans Références
culture culture sérum
tPA miCcroporteurs - Flacons agités non NILSSON et al
(100 ml) (1988)
suspension -réacteur 10 000 1 oui LUBINIECKI et
_ al (1989)
scu-PA agrégats - réacteur perfusé oui AVGERINOS et
(20D al (1990)
TIMP suspension - Flacons agités non ?(9)9%1)(!:"1’1‘ et al
1
suspension - Air-lift (100 1) oui FIELD et al
(1990)
Anticorps f suspension - Air-Jift (1000 1) oui RHODES (1989)
Facteur VIII | suspension -réacteur (11) oui FAURE et al
recharge-récolte (1989)
Facteur IX support plastique | -flacons de Roux non KAéJFMAN etal
(1986)
Facteur vor | microporteurs - recharge-récolte oul MIGNOT et al
Willebrand MAacroporeux (1 a4 (1990)
Gamma- suspension - chémostat (2 1) oui HAYTER et al
interféron (1992)
suspension - discontinu (2 1) oui CURLING et al
- flacons agités (1990)
microporteurs recharge-récolte non NILSSON et al
- flacons agités (1988)
microporteurs recharge-récolte non SMILEY et al
(1989)
hGH support plastique | -flacons de Roux oui FRIEDMAN et al
(1989)
Beta-interféron | support plastique | -flacons de Roux non MC CORMICK
et al (1984)
interleukine-4 | microporteurs - réacteur perfusé oul SONODA et al
(1) (1988)
Renine humaine | microporteurs - réacteur perfusé oui PORTNER et al
(0,51 (1991)
1GF-1 support plastique | -flacons de Roux non MC KINNON et
al (1991)
Human support plastique | -flacons de Roux non ZETTLMEISSL
antithrombine I etal (1987)
suspension - flacons agités oui SCHMIDT et
(100 ml) JOHANNSEN
(1990)
FGF support plastique | -flacons de Roux non MANSUKHANI
et al (1990)
Antigéne de | support plastique | -flacons de Roux non MICHEL et al
surface de (1985)
I'hépatite B

Tableau X: exemples de protéines recombinantes exprimées dans des cellules CHO.
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C. LA GAMMA-GLUTAMYLTRANSFERASE HUMAINE
(GaT).

C.1. INTERET DE LA GGT EN B10LOG1E CLINIQUE

Le dosage de l'activité GGT est un test couramment pratiqué dans les laboratoires
d'analyses médicales. La mesure de I'activité GGT est souvent prescrite pour la détection
d'atteintes hépatiques diverses ainsi que pour le suivi de cure de désintoxication de sujets
alcooliques. Au cours de désordres hépatobiliaires, on peut observer une augmentation de
l'activité de I'enzyme plasmatique; il est admis que la GGT circulante provient du foie. Des
causes physiologiques telles que I'dge, le sexe, la surcharge pondérale (SIEST et al, 1983) et la
prise d'alcool ou de médicaments peuvent également entrainer une élévation de 'activité GGT.
Des variations physiologiques apparaissent également au cours du développement chez
I'homme. Ainsi l'organe le plus riche en GGT est le foie chez le feetus alors qu'elle est
prédominante dans le rein chez I'homme adulte. Des activités GGT plasmatiques élevées
peuvent étre observées dans certaines pathologies comme le cancer du pancréas, le diabéte,
l'insuffisance rénale, l'infarctus du myocarde, I'hépatite virale...

Mais le suivi de I'activité sérique est surtout destiné au dépistage de I'alcoolisme et pour le
suivi du sevrage lors de cure de désintoxication (ROSALKI et al, 1975). L'augmentation de la
production de GGT par induction alcoolique a été montrée par un modele expérimental in vitro
avec des hépatomes de rat en culture (BAROUKI et al, 1983): des concentrations de 45 mM
d'éthanol engendrent une induction de l'activité GGT.

Les médicaments tels que antidépresseurs, contraceptifs oraux, anticancéreux et
antiépileptiques sont également responsables d'accroissement de la GGT sérique (SIEST et al,
1983). La GGT serait donc trés utile comme témoin indirect de l'induction enzymatique par les
xénobiotiques (SIEST et al, 1982).

C.11. STRUCTURE ET DISTR1BUTION DE LA GGT
HUMAINE

La GGT (EC.2.3.2.2), enzyme ubiquitaire, est présente a la surface des cellules
épithéliales impliquées dans des fonctions d'absorption et de sécrétion. L'activité la plus
importante est retrouvée principalement dans le rein, le pancréas et l'intestin; cependant, des
activités moindres sont présentes dans le foie, le sérum et le cerveau.
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Figure 17: représentation schématique de la GGT (d'aprés TATE ET MEISTER, 1981);
X représente le site actif: sa localisation sur la chaine lourde est récente (STOLE ET MEISTER,
1991). La fleche indique le clivage éventuel par la papaine.



La GGT est un hétérodimere glycosylé composé d'une sous-unité légére et d'une sous-
unité lourde; cette derniere permet I'ancrage de I'enzyme dans la membrane par son extrémité
amino terminale composée approximativement de 40 acides aminés hydrophobes (MATSUDA
et al, 1983). Les deux sous-unités ne sont pas liées de fagon covalente et sont synthétisées a
partir d'un ARN messager unique. Le site catalytique de 1a GGT avait été localisé dans un
premier temps sur la sous unité 1égére (TATE ET MEISTER, 1977), mais plus recemment un
second site a été identifié sur la sous unité lourde (STOLE ET MEISTER, 1991). Suivant le
tissu d'origine, les différences de masses moléculaires sont probablement diies a des
différences de glycosylation. La figure 17 schématise la GGT humaine et son ancrage dans la
membrane plasmique.

C.111. SEQUENCES NUCLEOT1IDIQUES ET ACTIW1TE DE
TRANSCRIPTION

Plusieurs cDNA humains provenant de différents tissus ont été jusqu'a présent isolés:
- le cDNA de la GGT placentaire humaine: de taille de 2,6 kb correspondant & 669 nucléotides
(RAJPERT-DE MEYTS, 1988).
- le cDNA de foie feetal humain
- le cDNA de I'hépatome humain HepG2: de taille de 2326 pb (GOODSPEED et al, 1989)

La séquence ouverte de lecture de ces cDNA humains serait de 1707 nucléotides codant
pour 569 acides aminés (61,4 kDa de masse moléculaire théorique). Le clivage du précurseur
libére deux sous unités dont la structure primaire serait la suivante:

- une sous unité lourde de 380 acides aminés (41,65 kDa)

- une sous unité légere de 189 acides aminés (19,75 kDa).

7 sites de N glycosylation ont été repérés: 6 sur la sous unité lourde et une sur la sous unité
légere. De fortes homologies existent entre GGT humaine et GGT de rat; les différences
résident dans la séquence d'acides aminés qui est supérieure d'un acide aminé pour la GGT
humaine, et une différence d'acides aminés entre les résidus 81 et 135 diie 4 un changement de
séquence ouverte de lecture. De plus, la GGT humaine contient des nucléotides supplémentaires
en position 898 et 1075.

Selon I'origine tissulaire, les ARN messagers ont des tailles variables. La taille de ' ARN
messager a été estimée a 2,2 Kb dans le foie feetal humain (LAPERCHE et al, 1986). Sa taille
dans le foie humain et dans les hépatomes Hep G2 (> 2 2,3 kb) est Iégérement inférieure a celui
issu du rein (GOODSPEED et al, 1989). Un ARN messager unique de 2,5 kb a été détecté dans
des cellules V79 exprimant Ia GGT humaine (par expression du cDNA de I'hépatome Hep G2).
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Les différences de taille peuvent étre attribuées en partie aux différences de longueur des
régions 5' non codantes.

C.1W. TRADUCTION ET MATURATION DE LA GGT
HUMAINE

D'aprées les résultats concernant la structure primaire des GGT humaines, il apparait que
les modifications de la nature et du degré de glycosylation déterminent les différentes formes de
I'enzyme. La GGT est synthétisée sous la forme d'un précurseur qui sera clivé en deux sous
unités; la localisation exacte sub-cellulaire de 1'étape de clivage est encore trés contreversée; elle
n'a pour l'instant été étudiée que chez le rat. D'aprés certaines études (MATSUDA et al, 1983),
le précurseur de la GGT de rat est clivé au niveau de la membrane plasmique. Par contre,
d'aprés CAPRARO ET HUGHEY (1983), deux sites sub-cellulaires sont concernés: un des
sites serait localisé au niveau du réticulum endoplasmique; la fraction non clivée traverserait le
golgi et serait protéolysée avant d'atteindre la membrane plasmique. Un clivage progressif qui
serait achevé au niveau de la membrane plasmique est, d'apreés ces auteurs, plausible.

Concernant des GGT de lignées cellulaires humaines, des auteurs ont montré que la
lignée d'hépatome HepG2 synthétisait un précurseur unique glycosylé de 120 kDa; le clivage
protéolytique n'ayant pas lieu, di a l'absence de la protéase concernée (TATE ET
GALBRAITH, 1987). Des études sur la GGT recombinante exprimée par des cellules V79
(VISVIKIS et al, 1991) ont montré une hétérogénéité de la glycosylation. Le traitement de la
GGT purifiée par la neuraminidase a montré la présence de résidus acide syalique sur les
chaines carbonées de I'enzyme recombinante. Il a également été décrit que les isoformes de cette
enzyme humaine recombinante comparées 2 celles du rein différent uniquement par le degré de
maturation variable des chaines glycosidiques. L'ensemble des chaines d'oligosaccharides
greffées sur cette enzyme recombinante est de nature N-glycosidique.

La structure de différentes chaines glycosidiques d'enzymes humaines a ét€ étudiée et a

montré, dans le cas de 1'enzyme rénale que seuls 4 & 5 sites de glycosylation apparaissaient
occupés (YAMASHITA et al, 1986).
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C.V. ACTIWVITES CATALYTIQUES ET FONCTION DE LA
GGT.

C.V.1 Les activités catalytiques de [a GGT.

Les activités catalytiques de la GGT peuvent étre classées en trois catégories:
- ]a réaction de transfert
- I'autotranspeptidation
- I'hydrolyse.

C.p.1.1. [a réaction de transfert.

Cette activité implique le transfert d'un résidu 7y glutamyl d'un composé 7y glutamylé sur
un acide aminé ou sur un peptide selon la réaction:

v glutamyl-NH-R + acide aminé ----- > 7y glutamyl-acide aminé + R-NH2

Cette réaction est également appelée transpeptidation; dans beaucoup de systémes biologiques,
le donneur du groupement 7y glutamyl est le glutathion.

V.12 . Cautot idati

Dans ce cas, le résidu 7y glutamyl est transféré d'une molécule substrat sur une autre
molécule du méme substrat pour former un vy glutamyl-y glutamyl-peptide selon la réaction:

v glutamyl-NH-R + vy glutamyl-NH-R ----> vy glutamyl-y glutamyl-NH-R
+ R-NH2

C.p.1.3 L'hydrolyse,

Dans ce dernier cas, le résidu y glutamyl est transféré sur une molécule d'eau avec

libération d'une molécule d'acide glutamique libre selon la réaction:

v glutamyl-NH-R + H20 ------ > acide glutamique + R-NH2
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C.V.2 Mecanisme enzymatique.

La réaction enzymatique suit un mécanisme cinétique de type "Ping Pong Bi Bi" en deux
temps: il y a d'abord formation d'un intermédiaire y glutamyl-enzyme, le substrat accepteur
pourra alors se fixer sur cette enzyme activée pour donner un groupement ¥ glutamyl-accepteur
avec libération de l'enzyme (TATE ET MEISTER, 1974); lorsque le substrat est présent en
faible quantité, une molécule d'eau peut provoquer une hydrolyse

C.V.3. Les fonctions de la GGT.

La GGT joue un role important dans le cycle ¥ glutamyl (figure 18) qui est la voie de
synthése et de dégradation du glutathion. Le premier role attribué & la GGT est le transport
transmembranaire d'acides aminés et de peptides. En effet, des acides aminés y-glutamylés sont
formés au niveau de la membrane cellulaire par interaction de la GGT, du glutathion et des
acides aminés extracellulaires. La GGT est également impliquée dans les réactions de
dégradation et d'utilisation du glutathion (CURTOYS ET HUGHEY, 1979). La GGT clive le
groupement y-glutamyl du glutathion; le dipeptide cystéinyl-glycine formé sera ultérieurement
clivé par une peptidase; les acides aminés ainsi libérés pourront éventuellement reformer du
glutathion.

La GGT intervient dans l'excretion de composés exogénes et a ainsi un role de
détoxification de nombreux xénobiotiques avec formation d'acides mercapturiques (MEISTER,
1988). La premigre étape consiste en la réaction du composé exogeéne avec le groupement S-H
du glutathion. Cette réaction est catalysée par la glutathion-S-transférase et méne a la formation
d'un conjuguée du glutathion. La coupure du groupement y-glutamyl du glutathion par la GGT
est I'étape suivante de la dégradation de ces composés. D'autres étapes permettront la formation
d'acides mercapturiques qui seront éliminés de 'organisme. Des réactions du méme type
peuvent concerner des composés endogénes; par exemple, le leucotriéne D4 provient de la
réaction entre leucotriéne A4 et glutathion pour donner un leucotriéne C4. La GGT intervient en
clivant le groupement y-glutamyl du leucotriene C4 pour former le leucotriene D4

(ANDERSON et al, 1982)
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C.V1. INTERET DE LA PRODUCTION DE LA GGT PAR
CULTURE DE CELLULES ANTMALES RECOMBINANTES.

La purification de la GGT s'effectuait jusqu'a présent a partir d'organes de porcs (rein)
afin de constituer un matériel de référence qui permettent de comparer les résultats d'analyses
entre les différents laboratoires biologiques. Un programme européen, émanant du Bureau
Communautaire de Références a pour objectif de réaliser un lot de référence d'origine humaine.
La purification de la GGT humaine a partir d'organes pose des problémes non seulement
d'approvisionnement et de contamination virale mais également d'ordre éthique. Le Centre du
Médicament (Nancy) a dans un premier temps, décider d'exprimer cette enzyme (& partir du
cDNA de la GGT d'hépatome humain) dans une cellule procaryote (Escherichia coli); la
protéine recombinante exprimée correspond au précurseur non glycosylé (61 kDa) et I'activité
spécifique mesurée est faible (de I'ordre de 60 mU / mg de protéines) (ANGELE et al, 1991).

Des travaux similaires réalisés chez Saccharomyces cerevisiae (avec le cDNA de la GGT
de rein de rat) a permis 'obtention de deux sous unités apparamment glycosylées (55 et 30
kDa) avec une activité spécifique de 250 mU / mg de protéines. Cette augmentation de l'activité
spécifique est vraisemblablement liée a la glycosylation effectuée par la levure.

Afin de se rapprocher de l'enzyme sérique humaine, I'expression de la GGT (2 partir du
cDNA de la GGT d'hépatome humain) a alors été envisagée dans des cellules de mammiferes
(V79, cellules de poumon de hamster chinois). La protéine exprimée s'avere posséder une
activité spécifique élevée de l'ordre de 2 U / mg de protéines et est constituée de deux sous
unités glycosylées (VISVIKIS et al, 1991). L'enzyme recombinante a été purifi€e a partir de
cellules cultivées en flacons statiques et a servi a la préparation d'un lot de référence. Ces
résultats montrent 1'intérét de la production de cette enzyme par culture de cellules animales et
nos travaux abordent la production de cette enzyme membranaire par culture en masse d'une
cellule animale CHO recombinante.
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MATERIELS £T METHODES

Les principales méthodes utilisées durant ce travail sont développées en détail dans
ce chapitre. Dans une premiére partie seront présentés les protocoles spécifiques au génie
génétique (sous-clonage, transfection, sélection, criblage) pour l'obtention d'une souche
recombinante; les étapes de culture cellulaire seront décrites dans une seconde partie. La
derniére partie explicitera des techniques de purification et de caractérisation de protéine.

A GEN1E GENETIQUE

Les différentes étapes nécessaires pour obtenir un vecteur d'expression eucaryotique
recombinant sont schématisées sur la figure 19; les étapes successives de transfection, de
sélection et d'étude de l'expression sont décrites figure 20. Les chiffres entre parenthéses
renvoient au texte, a I'étape correspondante.

1.1 ADNe. plasmid : { ion et ¢ ilise
* Description du cDNA hepG2-GGT (GOODSPEED et al,1989)

Ce cDNA a été fourni par le Pr Siest (Centre du médicament , NANCY). Cet insert purifié de
2326 pb a été sous-cloné dans le plasmide pUC19 (pUC19-HGGT) et une cartographie partielle
des sites de restriction a été réalisée (figure 21). Sa séquence nucléotidique compléte a été
déterminée, ainsi que par déduction sa séquence d'acides aminés.

Ce cDNA comprend une partie codante de 1707 pb (correspondant & 569 acides aminés), une
partie 5' non codante de 487 pb et une partie 3' non codante de 132 pb comportant le signal
AATAAA de polyadénylation .

* Description des plasmides et vecteurs d'expression eucaryotiques.
p p p aryouq

# pUC19 : ce plasmide fait partie de la classe des plasmides pUC développés par MESSING
(1983) et a pour caractéristique principale de posséder un segment d'ADN de E.Coli
correspondant aux séquences de régulation et I'information codant pour les 146 premiers acides
aminés de la B galactosidase (lac Z); ce type de plasmide, utilisé avec des cellules hotes codant
pour la partie carboxy-terminale de la B galactosidase, assure I'cc complémentation. Cette

particularité facilite le sous-clonage, en permettant l'identification des clones recombinants.
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C'est dans ce plasmide que le cDNA hepG2-GGT a été sous-cloné (don du Pr Siest, Centre du
médicament).

# pMAMnéo (Clontech): ce vecteur d'expression eucaryotique de 8,3 Kb (figure 22a), congu
pour l'expression de génes eucaryotiques dans des cellules COS, CHO et fibroblastes de
souris, posséde les caractéristiques suivantes: '
- un "enhancer" RSV-LTR li€é au promoteur inductible (par le déxaméthasone) MMTV-LTR;
cette construction permet d'obtenir un taux d'expression important et contrdlable en présence de
déxaméthasone.

- l'origine de réplication de SV40 pour permettre la propagation du vecteur dans les cellules
COS;

- les signaux d'épissage et de polyadénylation de SV40 nécessaires 2 la maturation de ' ARNm
chez les cellules animales;

- le géne neo de E.Coli, précédé du promoteur tardif du SV40, pour la sélection des cellules
transfectées en présence de l'antibiotique G418.

Clest pour cette derni¢re caractéristique que nous avons utilisé ce vecteur en cotransfection avec
un second vecteur d'expression eucaryotique.

# pcDNAI (Invitrogen): ce vecteur multifonctionnel (figure 22b) a été développé par
Invitrogen pour l'expression de cDNA dans des systémes eucaryotiques et 'analyse de cDNA
chez les procaryotes; ce vecteur de 4,2 kb posseéde le promoteur, "l'enhancer” , les signaux
d'épissage et de polyadénylation de cytomégalovirus (CMYV), l'origine de réplication de SV40
et du virus Polyoma, une origine M13 pour obtenir des simples brins d'ADN pour la
détermination de la séquence nucléotidique et 1a mutagénese et les promoteurs SP6 et T7 pour la
production de transcrits in vitro sens et antisens.

C'est dans ce vecteur que sera sous-cloné le cDNA de la GGT humaine sous contrble du
promoteur CMV (BOSHART et al,1985).

* souches utilisées

# E.Coli HB101 : c'est une souche largement utilisée pour la propagation et 1'amplification
de plasmides. C'est un hybride E.Coli K12 * E.Coli B qui est facilement transformable. Son
génotype est le suivant:

SupE44 hsdS20(rb-, mb-) recA13 ara-14 proA2 lacY1 galK2 rps L20 xyll-5 mtl-1.

# E.Coli MC1061/ P3 (Genofit): cette souche présente le génotype suivant:
Ara A139, A (ara, leu) 7696, galU, galK, A lac Y74, hsr-, hsrm+, strA

{P3= amber ampR, amber tetR, KmR}
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cDNA
HepG2 GGT

EcoRI EcoRl

Digestion enzymatique
par EcoRI (A.IL.3)

Séparation des fragments d'ADN
sur gel d'agarose (A.IL.4)

Electroélution du cDNA
(A.IL.5)
Purification du cDNA (A.IL.6)

c¢DNA HepG2
EcoR1 (—\’ EcoR1

Ligation

(AIL7 b)

c¢DNA

HepG2 GGT

EcoRI

q

EcoRl
@
Digestion enzymatique
par EcoRI (A.IL3)

5P 3'OH
EcoRI EcoRl
pcDNAI

Déphosphorylation
(AIL7 a)

5'OH 3'OH
EcoRI EcoRl
pcDNAI

/

EcoRl

Transformation bactérienne (A.IL.1)

Criblage des clones recombinants

par miniprep (A.IL8)

sélection d'un clone recombinant avec le cDNA
orienté dans le bon sens derri¢re le promoteur CMV

Figure 19: représentation schématique des différentes étapes pour I'obtention d'un vecteur

d'expression eucaryotique recombinant
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Linéarisation des vecteurs

par enzyme de restriction
(A.IL3)
¢cDNA
HepG2 GGT
EcoRl Nhel Nhel
pcDNAL kel gl:iAM " erNhel Culture de cellules CHO sauvages |
GGT {veoir B culture cellule CHO)
néo

Cotransfection par technique
au phosphate de calcium { A.IIL1)

ou €électroporation (A.JIL.2)

remise en culture pendant 48 h

sélection 15 jours (A.IV) et détermination
du taux de transfection (A.V)

récupération et amplification des clones
(culture cellulaire B.1.3)

dosage GGT (B.VIL5) et dosage protéique (B.VIL.7)
sélection du clone le plus producteur

/N

Culture cellulaire: caractérisation de la protéine recombinante
- microporteurs {(B.IIT) - constantes catalytiques (C.VY)

- agrégats (B.IY) " - Western Blot {C.III)

-suspension (B.Y) ) - Isoélectrofocalisation {C.IV)

Figure 20: représentation schématique des différentes étapes pour l'obtention d'une
cellule animale recombinante
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non codantes. Les sites de restriction ont été localisés par digestion par des enzymes de
restriction appropriées.
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# cellules CHO-K1(Chinese Hamster Ovary) (laboratoire Flow): ces cellules d'ovaires de
hamster chinois ont été obtenues a partir d'un hamster chinois adulte (PUCK, 1958). Le sous
clone K1 est le plus utilisé; il est auxotrophe pour la proline en raison d'une déficience
génétique dans la conversion de l'acide glutamique en glutamique semi-aldéhyde.

A.11 Technique de sous—clonage
1111 ‘ ion d fes bactéri

Des cellules bactériennes en croissance exponentielle sont rendues perméables vis-a-vis de
I'ADN par incubation dans du chlorure de calcium: elles sont alors dites compétentes. Un bref
choc thermique facilite la pénétration de ' ADN. Les bactéries transformées sont sélectionnées
sur mileu sélectif.

* Préparation de cellules compétentes par la méthode au chlorure de calcium.

REACTIFS
-solution CaCly S0mM stérile,
-milieu LB (Luria Broth); peptone 10 g/l, extrait de levure 5g/1,
NaCl 5g/l.. Le pH est ajusté 2 7,4 avec NaOH IN. Le milieu
est stérilisé pendant 20 min A 1 bar.

METHODE

10 ml de milieu LB sont ensemencés avec une colonie bactérienne et incubés & 37°C une
nuit sous agitation. Cette préculture sert 4 inoculer 100 ml de milieu LB 2 raison de 1/100. La
culture est agitée a 37°C pendant 2h30 a 3h de fagon a obtenir une absorbance de 0,5 a 600nm;
Les cellules refroidies dans la glace pendant 10 min sont centrifugées & 3000g et 4 4°C . Le
culot cellulaire est resuspendu dans 10 ml de la solution de CaClp. L'homogénéisation doit étre
douce, les cellules compétentes étant fragilisées. Apres une incubation de 20 min dans la glace,
les cellules sont centrifugées comme précédemment. Le culot cellulaire est repris dans 2 ml de la
méme solution de CaCl; et conservé & 4°C. Ces cellules peuvent étre utilisées aprés 30 min et

dans un délai de deux jours.
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* ransformation de cellules compétentes

REACTIFS

METHODE

-milieu LB

-milieu LB agar sélectif: bactotryptone 10g/1, extrait de levure
5g/1, NaCl 5g/l, bactoagar 15g/1. Le pH est ajusté & 7,5 avec
NaOH 1IN, Le mileu est stérilisé. Il est conlé dans les boites de
Pétri quand il est refroidi & 50°C, aprés avoir ajouté 100 pg/mi
d'ampicilline pour la sélection.

100 pl de cellules compétentes sont mélangés avec 20 2 50 ng de plasmide. Ce mélange
est placé dans la glace durant 30 min. Un choc thermique est réalisé en plagant les cellules a
42°C dans un bain marie pendant 3 min puis aussitdt refroidies dans la glace. Aprés addition de
0,5 ml de mileu LB, ces derniéres sont incubées & 37°C pendant 1 heure puis étalées sur mileu

LB agar sélectif et replacées une nuit a 37°C; seules les cellules transformées par le plasmide se

développeront sur ces boites.

Cette méthode a €té adaptée a partir des techniques de GOBSON et VAPNEK (1973).

REACTIFS

METHODE

-milieu LB sélectif

-solution de lysozyme: 100mg/ml dans une solution Tris-HCl
25mM, pH 8

-Tampon A: Saccharose 25%, EDTA 5mM, Tris-HCl 50mM
(pH 8)

-EDTA: 0,5mM pH 8,5

-Tampon B: Triton X100 0,2%; EDTA 50mM; Tris-HCI
50mM (pH 8)

-NaCl SM

-Polyéthyléne-glycol (PEG) & 40% dans Tris-HC1 10mM pH 8§,
EDTA 1 mM

-Bromure d'éthidium (BEt) 10mg/ml dans H20

-TE: Tris-HC! 10mM, EDTA 1mM, pH 8

-Chlorure de césium

Une colonie bactérienne est ensemencée dans du LB sélectif et incubée a 37°C pendant

une nuit. Cette préculture sert a préparer une culture de 500ml qui est incubée durant une nuit a
37°C. Les cellules sont centrifugées pendant 10 min & 3000g et & 4°C. Le culot cellulaire est
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repris dans 15ml de tampon A puis recentrifugé comme précédemment. Le culot est de nouveau
resuspendu dans 10 ml de tampon A froid auquel on ajoute 2,5ml de la solution de lysozyme.
Apres agitation de 8 min dans la glace, sont ajoutés Sml de la solution dEDTA et 15ml du
tampon B. Le mélange est placé 1h dans la glace puis 15min a 45°C. Une centrifugation est
alors réalisée a 20000 rpm pendant 1h et & 4°C dans un rotor Ti50 (Beckman). Le surnageant
est prélevé et 'ADN est précipité en ajoutant 1/4 de volume de NaCl 5M et 1/3 de volume de la
solution de PEG. Apreés une incubation d'1h & 0°C, le mélange est centrifugé 30 min 2 3000 g et
4 4°C. Le culot est repris dans 8 ml de TE contenant 8 g de chlorure de césium. Une solution de
bromure d'éthidium & 10 mg/ml est ajoutée 2 raison de 80 pg/ml de solution d' ADN.

Aprés avoir réparti le mélange en tubes & scellage rapide (Quick Seal, Nalgeéne), une
centrifugation est réalisée dans un rotor vertical Ti65 (Beckman) pendant 7h , 2 60000 rpm et &
20°C.

Les bandes d'ADN, plasmidique et chromosomique sont visualisées par fluorescence
(ultra- violet, 366nm) du bromure d'éthidium intercallé entre les bases de ' ADN. La bande
inférieure représentant 'ADN plasmidique est prélevée a l'aide d'une seringue. Le bromure
d'éthidium est extrait & I'isopropanol puis la solution d'ADN plasmidique est dilué avec 4
volumes d'eau. La solution est alors précipitée avec 2 volumes d'éthanol apres avoir ajouté
1/10®me de volume d'acétate de sodium. Apres cette précipitation de 2h 2 -20°C et aprés une
centrifugation & 10000 g pendant 15 min et 4 4°C, le culot obtenu est séché et resuspendu dans
du TE et conservé a -20°C.

La solution d'ADN peut étre quantifiée par la mesure de son absorbance & 260 nm; une unité
d'absorbance correspondant a 50 pg d'ADN /ml.

A.11.3 Digestion enzymatique de [' ADN par des enzymes
de restriction.

Une unité enzymatique correspond a la quantité nécessaire d'enzyme de restriction pour
digérer 1 pg du bactériophage lambda en 1 h dans le tampon et & la température appropriés.
Par exemple, pour un volume final de 10 1, on peut mélanger:
- 1 pl du tampon approprié (10x)
-1 ul d'ADN (0,1-5ug)
- 1 pl d'enzyme de restriction (0,2-10 unités)
- 7 ul d'eau. |

L'électrophorese horizontale en gel d'agarose est couramment utilisée pour séparer et
purifier des fragments d'ADN. La concentration d'agarose la plus fréquemment utilisée est de
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0,8% (p/v); elle permet de distinguer des fragments d'ADN de taille compris entre 800 pb et
10000 pb. La migration dépend de la conformation des acides nucléiques, des caractéristiques
du gel et des conditions d'électrophorése.

REACTIFS
- tampon TBE 10X concentré; Tris-base 1M; acide borique 1M;
EDTA 20mM.
- Agarose.
- Bromure d'éthidium (BrEt) & 10 mg/l.
- solution de dépdt: glycérol 50% (p/v);, EDTA 50mM; bleu de
bromophénol 0,1% (p/v).

METHODE

L'agarose est dissous dans le tampon TBE (1X) par chauffage jusqu'a ébullition puis
refroidi. Apres addition de 0,5 pg/ml de BrEt, le gel est coulé sur une plaque horizontale et des
petits puits sont formés en positionnant un peigne. L'échantillon d ADN, mélangé a 1/ 108me de
volume de solution de dépdt, est déposé dans un puit. Un standard avec des marqueurs de taille
connue est également déposé, correspondant 2 un hydrolysat du bactériophage A coupé par
Hind III (les tailles des fragments sont: 23,1 kb; 9,4 kb; 6,5 kb; 4,3 kb; 2,3 kb; 2,1 kb; 0,5 kb;
0,1 kb). Une tension de 1 2 5 V/cm est appliquée entre les électrodes péndant 2 a 10 heures.
Les acides nucléiques sont visualisés sous lumiére UV.

L1L.5 £ fution des | [ ADN

REACTIFS
- Tampon Tris-acétate-EDTA (TAE) : 40mM Tris; 20 mM
acétate de sodium; 1mM EDTA; pH 8)

METHODE

La bande de gel correspondant 23 'ADN d'intérét est découpée sous UV et est placée dans
un boudin de dialyse avec du tampon TAE (1X). Ce sac, fermé par des pinces, est placé dans
une cuve d'électophorése en position perpendiculaire par rapport au champ électrique.
L'électroélution a lieu pendant 1 heure environ & 4 - 5 V/cm, permettant 3 I'ADN de migrer hors
du gel jusque sur la paroi du boudin de dialyse. Une inversion de polarité du courant pendant 1
min permet de décoller I'ADN de la paroi et de le mettre en suspension dans le tampon. Le
boudin est alors ouvert et I'ADN esr récupéré a 1'aide d'une pipette pasteur; le boudin de dialyse
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est lavé avec une petite quantité de tampon TAE (1X) pour récupérer la totalité de I'ADN.
L'ADN sera alors purifié.

!]] ﬁE i[a ‘i Ll iL L'a

Afin de purifier ' ADN et d'éliminer les protéines, notamment les enzymes employées
lors d'une étape de sous-clonage, une extraction phénolique suivie d'une extraction au
chloroforme et d'une précipitation alcoolique est réalisée.

REACTIFS
- TE (Tris-EDTA): Tris-HC! 10mM; EDTA 1mM; pH 74
- Phénol saturé en tampon TE pH 7,8.
- chloroforme
- acétate de sodium 3M
- éthanol.
METHODES

Les acides nucléiques en solution sont mélangés a volume égal avec du phénol saturé
jusqu'a obtention d'une émulsion. Aprés centrifugation de 30 s & 12000 g et & température
ambiante, la phase aqueuse est prélevée et extraite au chloroforme comme précédemment.
L'ADN est ensuite concentré par précipitation en présence d' 1/108m€ de volume d'acétate de
sodium et de 3 volumes d'éthanol. Aprés deux heures a -20°C, une centrifugation & 12000 g est
réalisée et le culot d'acides nucléiques est séché  1'air et repris dans un volume adéquat de TE.

AJAL.7 Ligation

Cette étape consiste a liguer le plasmide préalablement linéarisé et déphosphorylé au
cDNA purifié comme indiqué précédemment.
La ligation est réalisée grice a la ligase du bactériophage T4, qui en présence d'ATP, catalyse la
formation de liaisons phosphodiesters entre les groupements phosphate en 5' et hydroxyl en 3'
de 'ADN.

A.IL7.a Déphosphorylation du vecteur.

REACTIFS
-Phosphatase alcaline d'intestin de veau (CIP)
- Tampon de déphosphorylation (10X): Tris-HC1 0,5M, pH9Y;
MgCly 10mM; ZnCly 1mM; spermidine 10mM.
- EDTA 0,5M; TE pH 8.

-72-




- Phénol, chloroforme, acétate de sodium 3M, éthanol
METHODE

La quantité de phosphatase alcaline nécessaire est de 1 unité pour 100 pmoles de
phosphate 5' terminal libre en présence du tampon de déphosphorylation 1X. Par exemple,pour
un volume final de 50 pl, on additionne 4 pl d'ADN en solution, 5 pl de tampon de
déphosphorylation, 1 pl de phosphatase alcaline (1U/ul) et 40 pl d'eau. Les conditions
d'incubation sont de 30 min & 37°C. La réaction est arrétée en ajoutant 1 pl dEDTA et 100 pl
de TE, puis en incubant 10 min & 68°C pour inactiver I'enzyme. L'ADN est ensuite purifié par
extraction phénolique et précipitation a I'éthanol apres ajout de 15 pl d'acétate de sodium.

A.IL7.b Ligation du vecteur et de l'insert.

REACTIFS
- Tampon de ligation 10X: Tris-HCl 200mM pH 7,6; ;MgCl12
50 mM
- ATP 10mM
- DTT 50mM
- T4 ADN ligase
METHODE

La ligation entre l'insert purifi€ et le vecteur linéarisé se fait avec un rapport molaire de
1:3. Le mélange de ligation est le suivant:

- environ 20 ng de vecteur

- quantité adéquate de cDNA

- 1 pl dATP 10mM

- 1yl de DTT 50mM

- 1 pl de tampon de ligation 10X
- 1 pl de T4 ADN ligase (1 U)
-H20 gsp 10 pl

Ce mélange est incubé une nuit & 15°C et sert ensuite & transformer directement des cellules
compétentes (voir A.IL.1).

La sélection des clones est réalisée par une préparation rapide de plasmides appelée
minipréparation d'ADN.
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La technique la plus simple pour préparer de petites quantités d'ADN est la méthode
alcaline de BIRNBOIM et DOLY (1979). Elle consiste & lyser les cellules par lysozyme puis
ajout de SDS & pH élevé, puis 2 neutraliser en présence d'acétate de potassium. L'ADN
plasmidique se renature alors que ' ADN chromosomique reste dénaturé et précipitera dans un
complexe protéines-SDS-ADN.

REACTIFS

- solution A: glucose 50mM; Tris-HCI (pH 8) 25mM; EDTA
10mM.,

- lysozyme 8mg/ml dans la solution A.

- NaOH 0,2M ; SDS 1%

- acétate de potassium 3M (pH 4,8 avec de I'acide acétique
glacial)

- RNase pancréatique 20j1g/ml

- tampon TE

- acétate de sodium 3M

- phénol, chloroforme

METHODE

Une colonie bactérienne contenant le plasmide d'interét sert & ensemencer une petite
culture de 3 ml dans du milieu LB en présence de la sélection appropriée pendant une nuit a
37°C. Les cellules correspondant & 1,5 ml de la culture sont récupérées par centrifugation a
2000 g et resuspendues dans 100 pl de la solution A et 12 pl de la solution de lysozyme. Apres
incubation 5 min & température ambiante est ajoutée 200 pl d'une solution 0,2M et SDS 1%,
I'ensemble est placée 10 min dans la glace. Apres ajout de 150 pl de la solution d'acétate de
sodium, et incubation 10 min dans la glace, un précipité se forme. Une centrifugation & 12000 g
4 4°C pendant 15 min permet de récupérer en solution ' ADN plasmidique. L'élimination des
protéines est obtenue par une extraction phénolique suivie d'une extraction chloroformique et
d'une précipitation a I'éthanol comme décrit au A.IL.6. Le précipité est repris dans du tampon
TE contenant 20 pg/ml de RNase.
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A.111 Transfection.

Deux techniques de transfection sont décrites: la technique classique au phosphate de
calcium et I'électroporation.
Les vecteurs d'expression eucaryotiques sont au préalable linéarisés par Nhel

Le protocole utilisé pour la transfection par le phosphate de calcium a été adapté a partir
des travaux de GRAHAM ET VAN DER ERB (1973).
On peut distinguer deux phases dans cette méthode:
* La précipitation de ' ADN en présence de cations divalents (Ca2+) et de phosphate.
* La mise en contact du précipité phosphate de calcium-ADN avec les cellules.

REACTIFS
* Tampon 2X HBS filtré (filtre 0,22 p): 1,5 mM Na2HPO4;
10 mM KCIl; 280 mM NaCl; 12 mM Glucose; 50 mM
HEPES, pH 7)
* CaCi2 2M
* Tampon PBS (sans calcium ni magnésium)
* Milieu de culture: HAM'S F12 + 10% SVF + 2mM
Glutamine

METHODE

Préparation du précipité CaPO4-ADN.
Pour un volume final de 1ml, on place dans l'ordre:
- 18 pyl d'eau
- 20 ul1 d'ADN (10-20 pg)
- 62 pl de la solution de chlorure de calcium
- 500 pl du tampon 2X HBSP.
Apres avoir homogénéisé délicatement le mélange, le précipité se forme en une demi-heure,
donnant un aspect trouble au milieu.

Préparation des cellules et transfection.

Vingt heures avant la transfection, des cellules CHO en phase exponentielle de croissance sont
trypsinées, centrifugées et sont ensemencées dans des boites de culture de 25 cm? 2 raison de
5*103 cellules par boite. Le jour de la transfection, le milieu de culture est remplacé par du
milieu frais et 4 heures plus tard, le précipité de phosphate de calcium- ADN est ajouté dans la
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boite de culture. Aprés une demi-heure d'incubation & 37°C, on peut visualiser au microscope
les précipités autour des cellules (photo 1).

L'incubation est prolongée 4 h dans une étuve 2 37°C. Le milieu est ensuite retiré et remplacé
par du milieu frais. La sélection des cellules recombinantes débutera 48 h plus tard.

AA11.2 Transfecti Lot i

La méthode employée est tirée des premiers travaux de NEUMAN (1982).

APPAREILLAGE

électroporateur Apelex
- capacité de 35 2222 nF

- de 1 2 15 impulsions
- voltage réglable de 500 a 5500 volts.
- distance entre les électrodes de 6 mm

REACTIFS
Tampon PBS sans calcium, sans magnésium
Milieu HAM'S F12 + 10% SVF

METHODE

Les cellules CHO sont cultivées dans du milieu de culture jusqu'a environ 75% de la

confluence. Elles sont alors récoltées par trypsination, lavées dans du PBS et resuspendues
dans du PBS 2 raison de 1*107 cellules par ml.
1 ml de cette suspension cellulaire est déposée dans la cuvette d'électroporation et placée dans la
glace pendant 10 min en présence du (ou des) vecteur(s) linéarisé(s) (10 a 20 pg de vecteur).
Apres cette incubation, les cellules sont électroporées puis replacées dans la glace pendant 10
min. Elles sont alors remises en culture dans le milieu habituel dans des boites de Pétri a raison
de 106 cellules par boite et replacées 2 37°C pendant 48 h avant de commencer la sélection
adéquate afin d'éliminer les cellules non recombinantes.

A.1V Sélection.

REACTIFS
- Généticine (G 418)
- Tampon HEPES 100 mM (pH 7.4)
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METHODE

La quantité de G 418 nécessaire a la sélection sera déterminée au préalable par des
expériences sur les cellules sauvages pour évaluer la concentration 1étale de G 418.
La sélection débute par I'addition dans le milieu de culture de la quantité appropriée d'une
solution d'antibiotique préparée dans un tampon HEPES. Ce milieu sélectif est renouvelé tous
les trois jours. Aprés une semaine de sé€lection, commencent 3 apparaitre des petits clones de
quelques cellules.
Apres quinze jours de sélection, les colonies sont trypsinées individuellement 2 I'aide de petits
cylindres de clonage. Elles sont repiquées dans des boites de culture & 96 puits, cultivées
jusqu'a confluence avant d'étre placées dans des plaques 2 24 puits puis en boites de culture de
25 puis de 75 cm2. C'est au niveau des plaques & 24 puits qu'une premiére sélection de clones
producteurs sera réalisée.

A.D Détermination du taux de transfection

REACTIFS
- Colorant: bleu Giemsa
- Méthanol

METHODE

Apres quinze jours de sélection, les clones sont fixés au méthanol pendant 5 min, puis
colorés au bleu Giemsa. Ils sont alors dénombrés; le taux de transfection est obtenu par le
rapport entre le nombre de clones obtenus et le nombre de cellules initialement soumis a la
transfection.

A.V1 Stabilite

Afin de vérifier la stabilité du clone recombinant concernant la production de GGT, les
cellules CHO-GGT sont cultivées et repiquées régulierement durant plusieurs semaines. A
chaque passage, un tapis cellulaire correspondant 2 une boite de culture de 75 cm? est récupéré
a l'aide d'un grattoir approprié, les cellules sont lavées dans du PBS sans calcium et sans
magnésium, afin d'éliminer toute trace du milieu de culture et resuspendues dans du PBS. Cette
suspension cellulaire servira a réaliser un dosage de l'activité GGT et un dosage des protéines
totales pour suivre l'évolution de la production de GGT en présence puis en absence de
pression de sélection. A partir du 5¢M€ passage, les cellules CHO-GGT seront cultivées en
présence de G418 et en parallele sans G418 dans le mileu de culture.
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B8 Culture cellulaire

B.1 Lignee cellulaire
B.1.1 Caractéristiques
La lignée cellulaire utilisée au cours de ce travail, CHO-K1 (ATCC CCL 61), a été
achetée aux Laboratoires Flow. CHO-K1 est une sous-lignée obtenue par PUCK et al (1958) &

partir d'une lignée originale d'ovaires de hamster chinois. Cette sous-lignée est auxotrophe
pour la proline et support-dépendante.

B.1.2 Conservation des cellules

B.1.2.1 Congélation

REACTIFS

- DMSO

- SVF

- milieu de culture : Ham F12
METHODE

Les cellules sont conservées dans de 'azote liquide, dans des cryotubes d'un volume
d'un ml contenant de 5.100 a 1.107 cellules. Les cellules sont congelées dans une solution
cryoprotectrice dont la composition finale est la suivante:

* 20% DMSO (Diméthyl-sulfoxide)

* 80% SVF

0,5 ml de cette solution cryoprotectrice est ajouté a 0,5 ml de la suspension cellulaire. Les
cellules sont congelées, soit en passant progressivement dans un congélateur a -20°C puis dans
un congélateur a -80°C, soit en utilisant un appareil Nicool LM 10 (Produits oxygénés). Ce
dernier permet un refroidissement progressif jusqu'a -11,5°C, -18°C, et -61°C, par évaporation
d'azote liquide. Les cryotubes sont stockés dans 1'azote liquide & -196°C.

B.1.2.2 Décongélation

La décongélation est obtenue rapidement, en incubant le cryotube dans un bain marie a
37°C pendant 1 & 2 minutes jusqua décongélation compléte. Les cellules sont alors récupérées et
resuspendues dans 10 mi de milieu frais, puis centrifugées afin d'éliminer le DMSO qui est
toxique pour les cellules. Les cellules sont ensuite resuspendues dans du milieu et remises en
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culture 2 raison de 2*103 cellules par ml et placées dans une étuve 3 37°C et & atmosphére
régulée a 5% CO2.

B.1.3 Propagation des ceffules

REACTIFS
- solution de trypsine: 0,05 g/l trypsine; 0,02 g/L EDTA; 0,85
g/1 NaCl
- milieu de culture: Ham F12 + 5% SVF
- PBS sans calcium ni magnésium

METHODE

Les cellules CHO étant adhérentes, 1a récolte est réalisée par protéolyse ménagée grace a
une solution de trypsine. Aprés ringage du tapis cellulaire avec du PBS afin d'éliminer les
protéines du milieu qui inhibent la protéolyse, la solution de trypsine est ajoutée. Aprés une
incubation de quelques minutes & 37°C, le tapis cellulaire se disloque et I'action de la trypsine
est stoppée par ajout de milieu neuf contenant du sérum. La suspension cellulaire est centrifugée
a 800 RPM pendant 5 min. Le culot est alors resuspendu dans du milieu frais et les cellules
réensemencées dans de nouveaux flacons de culture. Les cellules sont propagées dans des
boites de culture de différentes tailles suivant les besoins (boites de 25, 75, 175 cm2, et
bouteilles roulantes de 800 cm2). Ces boites sont placées dans des incubateurs régulés 2 37°C et
5% CO2 (Jouan EG 1101R, Heraeus Cytoperm)

B] I!I'E L E,' ’ I'

REACTIFS

- bleu trypan
- Solution de cristal violet: citrate de sodium 0,1M; cristal

violet (0,1%, p/v)
-Trypsine EDTA
- PBS

METHODE

Les cellules sont dénombrées par observation microscopique a l'aide d'un
hémacytométre. Les échantillons sont dilués de maniére & pouvoir compter de 30 a 150 cellules
et un minimum de six comptages est effectué afin de limiter le risque d'erreur: la marge d'erreur
reste comprise cependant entre 10 et 20% (NIELSEN et al, 1991)

B.I1.4.1 Cellules en suspension

La viabilité des cellules est déterminée par coloration de la suspension cellulaire au bleu
Trypan (10% final en volume). La membrane des cellules viables est imperméable au bleu
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trypan alors que les cellules mortes laissent pénétrer le colorant et apparaissent bleu au
microscope. Dans le cas de cellules CHO adaptées a la culture en suspension, un
dénombrement des cellules totales est également effectué par la méthode de coloration des
noyaux décrite ci-dessous.

B.1.4.2 Cellules sur microporteurs ou agrégées

Deux méthodes peuvent étre utilisées pour détacher les cellules des microporteurs ou
agrégées entre elles, afin de les énumérer:

* a: Méthode de coloration des noyaux:

Cette méthode permet d'énumérer toutes les cellules adhérant a la surface des microporteurs ou
agrégées, sans tenir compte de la viabilit€. L'échantillon contenant les cellules et les
microporteurs est décanté ou centrifugé dans le cas de cellules agrégées, le surnageant est
éliminé et remplacé par la solution de cristal violet. Aprés une incubation d'une heure a 37°C,
les cellules sont lysées et les noyaux colorés en violet peuvent étre énumérées au microscope a
l'aide d'un hémacytometre.

* b: Méthode de détermination de la viabilité:

Les cellules sur microporteurs ou agrégées sont rincées avec du PBS et incubées quelques
minutes dans une solution de trypsine. La viabilité de la suspension cellulaire est alors
déterminée par coloration au bleu Trypan comme décrit au B.1.4.1. Cette méthode étant
drastique, une sous-estimation de la viabilité réelle est probablement obtenue. En pratique, pour
les cellules agrégées, la viabilité est impossible a obtenir; en effet, ces derniéres étant trés
fragiles, l'action de la trypsine entraine une coloration de pratiquement toutes les cellules en
présence de bleu Trypan.

B.11 Milieux de culture
B.11.1 Composition du miliey de base,

Deux milieux de base différents ont été utilisés pour cultiver les cellules CHO. Leur
composition est donnée tableau XI.
Les cellules sont cultivées soit dans du milien Ham'S F12, soit dans un mélange Ham F12 /
DMEM (1/1). Ces milieux sont commercialisés soit, en liquide directement prét & lemploi, soit
en poudre et reconstitués dans de I'eau ultra pure et tamponnés par du bicarbonate de sodium.
Le pH est ajusté par de la soude IN. Le milieu ainsi préparé est filtré sur une cartouche de
0,22um de porosité (Millipore) et stocké dans des bouteilles stériles a 4°C.

-80-



Tableau XT: composition des milieux de culture utilisés: Ham F12 et DMEM / Ham F12

(1/1)

Mélange Nutritif F-12 de Ham!

Milieu DMEM/F12(1:1)

Comoasaat

il
Compasant mgil SELS INORGANIQUES:
SELS INORGANIQUES: CaCl; (anbyd) 116.60
Cﬁcz (znhyd.) - CGSO& M SHzO 0.0013
CaC - 1,0 .00 Fe(Noy; - $H:0 . 0.05
€S0, - 5H;0 0.002+ FeSO, - THO 0.417
FeSO, - TH,0 0.83 KQ : 311.80
RQ 173.60 MgQ, f =
MgCly (anhyd.) - MgCi - 61,0 R
MgC, - 6H,0 2.0 Mg50, ——
NaQ T3 Mg50, - TH,0 100.00
NaHCO, 1176.00 ::gco, 000
Na;HPO, (ankyd.) 12,00 NaH:20, - H.0 o
2350, - TH:O 0.5 NeEO, =
AUTRES COMPOSANTS: Na.HPO, - THO T
gme 18"2";‘; 2350, - THO 0432
! . U ) NTS:
Hrpoxanthine {sel sodique) - ;‘Gﬁcomsaws 315100
Acide Linoléique 0.084 HEPES 3075.40
Acide Lipoique 0.20 Hypoxanthine de Na 2.39
Rouge de Phénol 1.20 Acide Linoleique 0.042
Pamréscine 2HCI 0.161 Acide Lipoique 0.105
Pyruvate de Sodium 110.00 Rouge de Phenol s.10
Thymidine 0.70 Patrescine de Sodium - ZHCI 0.081
ACIDES AMINES: Prruvate de Sodinm $3.00
L-Alanine 8.90 ACIDES AMINES.
. L-drginine - HU 211.00 L-Alznine 4.45
L-Asparagine - H,0 - L-Argnine - HQ 147.50
L-Asparagine (base libre) 13.00 L-Asparagine - H,0 1.50
Acide L-Aspartique 13.30 Acide L-Aspartique 6.65
L Cystéine (ankyd.) 3.00 LLyseine HQ - K0 17.56
L-Crstéine HQ - B0 - L-Cystine - 2HC 3.2
Acide L-Glormique 14.50 Acide L-Gintzmique 7.35
L-Glutamine 146.00 L-Gigtamine 365.00
Giycine 7.50 Glycige 18.75
L-Histdine - HCOl - H,0 2L.00 L-Histdine HQI - 8,0 3148
L-lsoleucine .00 L-Isoleacine 4.4
L-Leucige .0 L-Leucine 9,05
L-Lysize - HQl %.50 L-Lysine - HQl 9.
L-Méthionine 350 L-Méthicaine L7.24
L-Phéaylalanine 500 L Phénylalanize 3.3
L-Profine T L-Proline .22
L-Sérine 10.50 L-Seriae 2.2
L Thréonine 0 L-T'hmmng §3.4§
o L-Tryptophane 9.02
t’?m‘."’h’“ :33 L-Trrosize - 2Na - 26,0 5.9
- 1yrosine - Vali K 35
L-Tyrosine {sel disodique} :___._..._ - x\;rrim\;ms B
L-Valine 1L Bioine 0.0038
\;TTAMJNES: Pantothénate de Caleium D .4
iotine 0.0073 Chlorure de Choline 8.98
Pantothénate de Calcium D *:_:___ _0_9:_ . Acide Folique .63
Chlorure de Choline 14.00 . i-laositol 12.60
Acide Folique 130 Nicotnamide 2.02
i-Ilnositol 18.00 Prridoxai HC 2.00
Niacinamide 0.03 Pyridoxine HCI 0.031
Pyridoxine HCI 0.06 Riboflavize 0.219
Riboflavine 0.037 Thiamine HC) L17
Thiamize HC! 0.30 Thymidine 0.365
Yitamine By, 1.40 YVitamine By, \ 0.63
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B.I1.2.1 Sérum de veau feetal (SVF) (seromed)

Le sérum est stocké a -20°C. 11 est décongel€ et décomplémenté par chauffage au bain
marie & 56°C pendant 30 min. Il peut alors étre ajouté au milieu de base au taux de 5% pour les
conditions habituelles de culture.

B.I1.2.2 Glucose et glutamine (Seromed)

Du glucose et de la glutamine peuvent étre ajoutés au milieu de base & partir de solutions
stériles concentrées: - glucose (450 g/)
:- glutamine (200mM).

B.I1.2.3 Acides aminés (Seromed)

Deux solutions concentrées stériles sont utilisées:
* des acides aminés essentiels: Arginine (Arg ou R), Cystéine (Cyst ou C), Histidine (His ou
H), Isoleucine (Ile ou I), Leucine (Leu ou L), Lysine (Lys ou K), Méthionine (Met ou M),
phénylalanine (Phe ou F), Thréonine (Thr ou T), Tryptophane (Trp ou W), Tyrosine (Tyr ou
Y) et Valine (Val ou V). Deux % (v/v) de cette solution sont ajoutés au mileu de base.
* Des acides aminés non essentiels: Alanine (Ala ou A), Asparagine (Asp ou N), acide
aspartique (Asp ou D), acide glutamique (Glu ou G), proline (Pro ou P) et Sérine (Ser ou S).
1% (v/v) de cette solution est ajouté au milieu de base.

B.I1.2.4 Antibiotique
Une solution de généticine ou G418 est préparée 2 partir de généticine en poudre (Gibco)

a raison de 4 g/l dans du tampon HEPES (100mM), pH 7,4. Cette solution est ajoutée au milieu
de base pour la sélection et la culture des cellules transfectées par le vecteur pMAMnéo.

B.11.2.5 Chlorure de calcium (CaCly) (Merck)

Afin de faciliter I'agrégation des cellules, du chlorure de calcium peut étre ajouté au milieu
de base 2 partir d'une solution de CaCly 0,5 M filtrée (porosité 0,22 pm)

-82-



B.11.2.6 Butyrate de sodium.

Afin d'améliorer la productivité, du butyrate de sodium peut €tre ajouté au milieu de base
a partir d'une solution de butyrate de sodium 500 mM, filtrée (porosité 0,22 pm).

B.111 Les microporteurs

L'utilisation de microporteurs est le mode le plus courant pour la culture de cellules
support-dépendantes; les autres modes possibles étant la culture en agrégats ou I'adaptation a la
culture en suspension. La figure 23 schématise ces trois systeémes de culture.

Des microporteurs Cytodex 1 et Cytodex 3 (Pharmacia) ont été utilisés pour la culture des
cellules CHO. De nombreux types de microporteurs existent et le tableau XII résume les
principales caractéristiques de certains microporteurs.

ﬂ]]] I!E [ I |- I Il :L: ‘1 L Z I

Le protocole utilisé est celui préconisé par le fabricant (PHARMACIA, 1981). Il consiste
a hydrater les billes avec du PBS pendant trois heures a température ambiante. Apres
décantation des microporteurs, le surnageant est éliminé et deux ringages successifs avec du
PBS sont de nouveau réalisés. Les microporteurs (solution a 10 g/1) sont alors autoclavés a
120°C pendant 20 min puis conservés a 4°C et serviront de stock pour les cultures.

ﬁ]]] 2]“’{’ In ‘ z |

La quantité de microporteurs nécessaire a la culture est prélevée a partir de la solution
stock. Le PBS est éliminé aprés sédimentation des billes. Celles-ci sont rincées deux fois avec
le milieu de culture et sont ainsi prétes pour l'ensemencement.

B.1V Les agregats.

Une autre alternative pour la culture en masse de cellules adhérentes non adaptées a la
culture en suspension est la culture des cellules en agrégats.
A partir de tapis cellulaire, obtenus en boites ou en bouteilles roulantes, les cellules sont
trypsinées de fagon douce afin d'obtenir des paquets de cellules, qui seront directement
ensemencés en spinners ou en réacteur (sans ajout de microporteurs).
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LES MICROPORTEURS @ microporteurs

C ——» trypsination '

CULTURE EN AGREGATS
CELLULES NON ADAPTEES ALA
CULTURE EN SUSPENSION CaClh
pH ' p0O2
1 1
—— trypsination douce — ‘ l
% = )

ADAPTATION A LA CULTURE EN SUSPENSION

X FOIS 0
ADAPTATION - . — P — trypsmat1on - %

og°'°o

Figure 23: représentation des trois systémes de culture possibles pour la culture de
cellules support-dépendantes.
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Surfacearea

Density Diameter (emg™'of  Numberof ‘
Type Name (gem™) (zm) microcarriers) microcarriersg”
Dextran  Cytodex1 1.03 131-220 600(d) 68X 10°(d)
Cytodex2 1.04 114-198 550C(d) 5.8 x 106 (d)
Dormacell 1.05 140-240 7000(d) 6.2 X 105 (d)
Microdex ° 1.03 150 250 3.5% 104
Plastc Biosilon - 1.05 16C-300 225 34X 105
' Acrobeads 1.04 100-200 500 7.1 % 305
Cytospheres 1.04 163-230 250 21X 106
Gelatin Cytodex3 1.04 133-215 4600(d) 48X 10°(d)
Ventregel 1.03(e) 150-250 900(d)  36x104d)
‘Glass Bioglas 1.03 150-210 350 5.9 X 106
Cellulose  DE-53 1.03(e)  (40-50)x 80400 1000 2.7 %10
Liquid Fluorocarbon ND 100-500 ND ND
ND = notdetermined; e = estimated; d = dry weight of microcarrier.
Microcarrier
CH; * CH3
: Cytodex1
Dextran O—CH,—CH,—N* Superbeads
AN Microdex
CHZ'CH}
N,N-diethylaminoethyl (DEAE)}—monomeric
CZHS Csz
| /
Dextran O——-CH;—-—CHz—-N‘—CHZ—-CHZ__N *—H Dormacell
\ N
C;H, C,H;
N,N -die;hylaminoethyl (DEAE)—dimeric
: OH CH,
I |
Dextran O—CH— CH—CH,~N*—CH,; Cytodex2

. l
; CH,

.N,N,N-trimethyl-2-hydroxyaminopropyl (THAP)

Tableau XTI: les différentes caractéristiques de microporteurs.
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Du chlorure de calcium peut étre ajouté dans le milieu, qui facilitera I'agrégation. La quantité
adéquate de chlorure de calcium devra étre au préalable déterminée expérimentalement.

Le comptage des cellules agrégées est assez délicat, notamment la détermination de la viabilité
des cellules. Le comptage des cellules totales agrégées sera obtenu comme pour les cellules sur
microporteurs par coloration des noyaux au cristal violet (B.1.4.2).

B.V.Adaptation a [a culture en suspension.

Des cellules support-dépendantes peuvent étre adaptées a la culture en suspension, en
absence de microporteurs.
Pour cela, des passages successifs sont réalisés, pendant plusieurs semaines, avec trypsination
des cellules entre chaque passage pour désagréger les petits agrégats qui pourraient se former.
Le milieu de culture est identique a celui utilisé€ pour la culture des cellules sur microporteurs.

B.V1 Les systemes de culture.

£.01.1 Cult saue de celfules adh

L'amplification des cellules est réalisée en boites de culture (25, 75 175 cm?2; Falcon,
Becton Dickinson) ou en bouteilles roulantes (rollers de 850 cm?).
Les tapis cellulaires obtenus sont trypsinés et les cellules apres centrifugation sont dénombrées
et servent a l'ensemencement, soit de nouvelles boites de culture, soit de flacons agités ou d'un
réacteur.

ﬁHJZﬂ l‘l 2

Ce sont de petits réacteurs agités de 250 ou 500 ml de volume utile, de forme cylindrique
en verre borosilicaté et pourvus d'une tige aimantée (Techne). Ils sont placés sur un agitateur
magnétique (Techne Mcs 1045) a l'intérieur d'une étuve régulée a 37°C et 5% de COa.
L'agitation varie entre 20 et 40 rpm suivant la culture, en microporteurs, en agrégats ou en
suspension. Le pH est régulé manuellement par ajout de bicarbonate de sodium ou de NaOH
0,5 N. Le dévissage des bouchons permet de favoriser les échanges gazeux; I'oxygénation de la
culture se fait par transfert 2 l'interface liquide-gaz.

L'utilisation de spinners permet de réaliser des études comparatives simples, rapidement car
leur mise en ceuvre est facile et ne nécessite pas de quantités importantes de milieu et de
cellules. L'influence de divers paramétres peuvent €tre ainsi testés (types de microporteurs, taux
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d'ensemencement, ajout de quantités variables de butyrate...) afin de choisir les conditions
optimales de croissance ou de production qui seront alors extrapolées au niveau du réacteur.

B.V1.3 Réacteurs

Le réacteur utilisé pour toutes les expériences est un réacteur de 4 | de marque Setric
(SGI). La figure 24 représente le schéma du reacteur utilisé avec ses systémes de régulation.
La température est contrdlée et maintenue a 37°C par un systéme de chauffage 2 air chaud dans
une gaine en plexiglass qui enveloppe le réacteur. Le refroidissement est réalisé grice a la
circulation d'eau, commandée par une electrovanne, dans une épingle plongeant dans le réacteur
(figure 25).

tiectrovanne

o f e ——

Résistance
Chaufiante

Eningie
refroidissante

v
1
i
1
1
[
|
1
1
i
'
!
1
1
'
!
i
{
!

e \entiateur

Figure 25: représentation schématique du systéme de refroidissement du réacteur Setric

B.V1.3.a Régulation de 'oxygéne

L'oxygéne dissous (pO7) est contrdlé en ligne par un systéme PID (Proportionnelle-
Intégale-Dérivée) couplée a une sonde Ingold, stérilisable avec le réacteur. L'étalonnage de la
sonde est effectué avant et vérifi€ aprés l'autoclavage, tel que le 100% corresponde 2 la -
saturation de l'eau en oxygeéne lorsque 'on fait barboter de l'air dans le réacteur, et le 0%
corresponde 2 la valeur obtenue en faisant barboter de 1'azote dans le réacteur.
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Pour les cultures, 1'aération est réalisée par un diffuseur d'air ou sparger en fond de cuve avec
des injections d'air ou d'oxygéne en fonction de la consigne imposée par I'expérimentateur.
Cette consigne est en général fixée & 50%.

L'azote est envoyé dans le ciel du réacteur pour limiter l'apport d'oxygéne. Afin d'obtenir une
meilleure régulation, un balayage continu d'azote est réalis€ dans le ciel du réacteur.

B.VL3.b Régulation du pH.

La régulation du pH est effectuée de la méme maniére par un syst¢eme PID couplé 4 une
sonde stérilisable Ingold. L'étalonnage de la sonde est réalisé avant la stérilisation grice a des
solutions standards & pH 7 et & pH 4. Aucune dérive de la sonde n'a été observée lors des
cultures en mode discontinu ou semi-continu (environ 200 h).

La consigne de pH choisie est de 7,4 pour la culture des cellules CHO.

Le systeme de régulation PID commande 1'arrivée de CO» dans le ciel du réacteur si le pH
mesuré par la sonde est supérieur a la consigne affichée. Dans le cas d'une acidification du
milieu, la régulation déclanche l'envoi de soude 0,5N par l'intermédiaire d'une pompe
péristaltique.

B.V1.3.c Stérilisation du réacteur.

Le réacteur rempli au 3/4 avec du PBS est stérilisé par autoclavage (30 min, 120°C, 1 bar)
avec les sondes pH et pO2 en place ainsi que la bouteille de soude.

B.V1.4 Les modes de culture

Plusieurs modes de culture seront utilisés au cours de ce travail: le mode discontinu ou
batch, le mode semi-continu ou fed-batch et le mode recharge-récolte: ce dernier ne sera utilisé
que pour les flacons agités. Les évolutions des différents débits suivant ces modes de culture
sont représentées sur la figure 26

B.V1.4.a Le mode discontinu

Dans ce mode de culture, aprés ensemencement, aucun ajout, aucun soutirage de milieu
n'est réalisé. Le systéme est fermé, seuls le pH et 1a pO7 sont régulés. En pratique, les cultures
en batch durent environ une semaine.

Des prélévements sont effectués deux fois par jour afin de permettre les dosages des différents
composés du milieu ainsi que les comptages cellulaires.
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Figure 26: représentation de 'évolution du débit suivant différents types d'alimentation:
(a) alimentation a débit constant; (b) alimentation a débit variable; (c) mode recharge-récolte.




B.V1.4.b Le mode semi-continu,

I consiste & alimenter le réacteur sans rien soutirer par ailleurs. Le volume va donc
augmenter au cours de la culture. Deux types d'alimentation sont possibles: une alimentation a
débit constant avec un taux de dilution qui va varier ou une alimentation 2 taux de dilution
constant avec un débit qui variera au cours de la culture (figure 26 a et 26b). Ces cultures durent
une semaine a 10 jours et permettent de poursuivre la croissance cellulaire plus longtemps qu'en
discontinu , en retardant les limitations nutritionnelles. L'apport de milieu neuf est réalisé a
l'aide d'une pompe péristaltique. La température, la pO2 et le pH sont régulés comme indiqué
auparavant.

B.V14.c Le mode recharge-récolte

Ce mode de culture ne sera utilisé dans notre travail que sur des flacons agités mais il peut
étre également utilisé en réacteur. Il consiste & changer le milieu de culture par du milieu frais
séquentiellement, au cours de la culture (figure 26c¢). Pour ce faire, losqu'il s'agit de culture sur
microporteurs, les cellules adhérentes aux microporteurs sont décantées, le milieu usager est
soutiré et du milieu frais est ajouté afin de remettre cellules et microporteurs en solution dans le
méme volume initial. Dans le cas de cellules agrégées ou adaptées a la culture en suspension,
I'ensemble, milieu et cellules, est centrifugé et les cellules sont remises en culture dans du
milieu frais.

Ce mode de culture permet de s'affranchir de tout phénoméne de limitations nutritionnelles ou
d'accumulations de toxiques.

B.V11 Dosages des differents composants du milieu.

Le prélévement et la répartition des échantillons & doser sont représentés sur la figure 27.

B.V11.1 Glucose,

Le glucose a été, tout au long de ce travail, dosé a I'hopital central de Nancy, au
laboratoire du Pr Nabet.
C'est un dosage colorimétrique, réalisé sur un automate a flux continu Technicon (SMA 2) a
l'aide d'un kit de dosage Biotrol. Le principe est le suivant:

glucose oxydase
Glucose + Oy > Acide gluconique + H202
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décantation
10 ml

Culot/ Wageant

répartition en
tubes

conservation
a4°C
conservation
a-20°

lavage au PBS
2X

conservation
du culot sec
a-20°C dosage LDH
(1 ml)
dosage GGT

dosage protéique

Prélévement 12 ml

- Observation microscopique

Iml et photos
décantation
1ml l l

surnageant culot
coloration au .. . )
bleu trypan addition cristal violet

incubation 1 h
a37°C

Comptage des

0
cellules mortes Comptage des noyaux

dosages:

* Glucose (1 ml)

* Lactate (1 ml)

* NH4 (4 ml)

* Glutamine (1 ml)
*AA (1ml)

Figure 27: prélévement de cellules sur microporteurs pour les différentes analyses:
glucose, lactate, glutamine, NH4, acides aminés, LDH, GGT et comptages cellulaires.
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2H207 + phénol amino 4 antipyrine ----------------- ~> quinonimine (colorée) + 4H20

B.V11.2 Lactate,

Il est également dosé a I'h6pital central, sur un analyseur centrifuge (BECKER). C'est un
dosage enzymatique réalisé avec un kit Beehringer Mannheim. Le principe du dosage est le
suivant:

L lactate + NAD? -meeeemeeeen > Pyruvate + NADH, Ht

La variation de densité optique & 340 nm est proportionnelle 2 la quantité de NADH, H*
apparue. La réversibilité de la réaction est évitée par la transformation du pyruvate en L alanine
grice 2 la transaminase glutamopyruvique (GPT) selon la réaction suivante:

Pyruvate + L glutamate ------------ > L alanine + o cétoglutarate
B.111.3 lons ammeonium,

11 est dosé par méthode colorimétrique selon la technique de BERTHELOT, grice a un
coffret Biolyon (France, Lyon). Aprés déproténéisation, une coloration bleue (630 nm) est
obtenue en présence de phénol et d'hypochlorite de sodium. La concentration est déterminée a
partir d'un échantillon standard.

Ces dosages ont été réalisés par le service du Pr Nabet a I'hopital central de Nancy.
Les échantillons sont analysés par chromatographie d'échange d'ions (Beckman 7300) et
coloration 2 la ninhydrine apreés déprotéinisation par addition d'un volume égal d'acide
sulfosalécylique a 5% (p/v) dans de I'eau. L'intégration permet d'évaluer la surface des pics et
la concentration de chaque acide aminé est déduite a partir d'une solution standard.
Les erreurs de dosage sont évaluées de l'ordre de 10 a2 20%.

Ces dosages ont été réalisés au Centre du Médicament & Nancy, laboratoire du Professeur
Siest.
93-



Les dosages sont réalisés sur un analyseur centrifuge automatique COBAS (Cobas-Bio-Roche-
Instruments) par la méthode SFBC grice a un kit Beehringer-Diagnostic (543-047). L'erreur
estimée est de 'ordre de 5 4 10%.

L'activité catalytique de la LDH est déterminée par la mesure de la vitesse de disparition du
NADH 2 340 nm dans la réaction suivante:

pyruvate + NADH +H+ > L-lactate + NAD+

Les échantillons & doser sont conservés a 4°C apres €limination par centrifugation des cellules.

B3.¥11.6 Lo gamma-glutamultransférase (GGT),
B.VIL.6.a Principe.

L'enzyme GGT hydrolyse spécifiquement la liaison amide ou se trouve impliqué le
carboxyle en position y de l'acide glutamique, qui est transporté sur un accepteur: le dipeptide
glycylglycine.

Un substrat synthétique, le y L-glutamyl-3-carboxy-nitroanilide (GluCNA) libére en
s'hydrolysant I'acide S5-amino-2 nitrobenzoique, jaune, dont la vitesse d'apparition, lue a 405
nm, est proportionnelle & I'activité GGT de la prise d'essai. La réaction est la suivante:

GGT

L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide + glycylglycine ------- >L-y-glutamyl-glycylglycine
+ 5 amino-2-nitrobenzoate

Les concentrations finales en substrats et les conditions expérimentales sont les suivantes:
-Température d'incubation: 30°C

-Substrat donneur GluCNA: 6 mM

-Substrat accepteur Glygly: 150 mM dans tampon Tris-HCl 100 mM pH=8,25.

Deux protocoles sont utilisés suivant le mode de culture, sur microporteurs ou en agrégats.
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B.VIL6.b Dosage de GGT de cellules sur microporteurs: dosage au point final.

Dans un tube a essai sont additionnés:
* 100 pl de suspension cellulaire sur microporteurs ou 100 pl d'eau pour le témoin
* 1 ml de tampon Tris / Glygly
* 100 pl de solution GluCNA

Le tube est placé dans un bain marie thermostaté 2 30°C pendant 10 min. La réaction est stoppée
par ajout de 1 ml d'une solution d'acide acétique a 25% (v/v). L'absorbance de chaque
échantillon est lue & 405 nm, aprés décantation des porteurs et la quantité de 5-amino-2-
nitrobenzoique libérée est déterminée d'aprés une courbe étalon.

B.VIL6.c Dosage de GGT de cellules en suspension

Le dosage est alors réalis€ sur un spectrophotomeétre Uvikon 860 (Kontron). Les
conditions opératoires sont identiques au dosage précédent.
Un programme spécifique au dosage est entré dans le spectrophotomeétre qui trace la cinétique
d'apparition du 5-amino-2-nitrobenzoate par minute et & 30°C. L'activité enzymatique exprimée
en unité par litre (U/1) correspond 2 la quantité d'enzyme nécessaire pour obtenir une micromole
de 5-amino-2-nitrobenzoate par minute (& 30°C).

BVILTD i

Les protéines ont été dosées par la méthode de Bradford (1976) a l'aide d'un kit
commercialisé par Bio-Rad, le kit "Protein Assay". La gamme d'étalonnage, réalisée a chaque
dosage, a été effectuée avec l'albumine sérique bovine (BSA).

B.V111 Exploitation cinétique des resultats.

Avant-propos:

Selon le mode de culture, sur microporteurs ou en agrégats ou encore en suspension,
différentes évaluations de la population cellulaire sont obtenues. Dans le cas de culture sur
microporteurs, les cellules adhérant aux microporteurs seront considérées comme vivantes et
seront toutes dénombrées par coloration des noyaux par la technique au cristal violet (décrite au
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B.1.4.2.b). La vitesse spécifique de croissance apparente sera déterminée 2 partir de cette
évaluation cellulaire. Les cellules détachées des porteurs sont, elles, colorées au bleu Trypan
afin d'évaluer la viabilité de ces cellules en suspension. Les cellules colorées sont considérées
comme mortes et permettront de déterminer la vitesse spécifique de déces cellulaire, et celles qui
ne le sont pas ont deux alternatives: soit elles adhéreront & nouveau & un microporteur, soit dans
le cas contraire, elles mourront rapidement. En réalité le nombre de ces cellules en suspension,
non colorées par le bleu Trypan, est négligeable et ne sera pas pris en compte dans les calculs.

Dans le cas de cellules agrégées, ou adaptées a la culture en suspension, c'est le nombre total de
cellules qui sera estimé par la technique de coloration de noyaux par le cristal violet. La viabilité
est difficilement estimable; en effet, I'action de la trypsine sur des agrégats cellulaires entraine,
quelles que soient les conditions expérimentales, une fragilisation des cellules et une coloration
de pratiquement toutes les cellules. C'est donc une vitesse spécifique de croissance globale
(tenant compte des cellules mortes et des cellules vivantes) qui sera obtenue. Dans le cas de
cellules adaptées a la culture en suspension, la viabilité peut étre approximativement appréciée
mais c'est également une vitesse spécifique de croissance globale qui sera calculée pour étre
comparée 2 la culture de cellules agrégées.

MODE DISCONTINU.

On définit deux vitesses spécifiques différentes selon le mode de culture, sur
microporteurs ou en agrégats. Pour la culture sur microporteurs, la vitesse spécifique apparente
de croissance est définie telle que:

v

Ty -Tg= e
x71d7 70 avec

Ty =Hyeer" Xy et rg =kg X,

Mréel et kd sont respectivement les vitesses spécifiques de croissance réelle et de déces cellulaire
et Xv la concentration de cellules sur microporteurs. La vitesse spécifique apparente est définie

telle que:
Happ = Hyger - kg
1 dX,
Happ =X "t . .
v avec Xy : cellules vivantes = cellules adhérentes aux
microporteurs
et
o= L En
47X, dt

avec Xm: cellules mortes.
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Pour la culture en agrégats ou adaptées & la culture en suspension, on définit une vitesse
spécifique de croissance globale piglob

Holop = 1 . dX ot
glob = 3r
Xior avec Xy cellules totales = Xy + Xp,

(Xb): nombre de cellules colorées par bleu Trypan

En fait, lorsque le nombre de cellules mortes (colorées par le bleu trypan) est nul ou négligeable

devant le nombre de cellules vivantes, on obtient:
uglob = uapp

par exemple, pour la culture sur microporteurs, le nombre de cellules mortes est négligeable
pendant toute 1a phase exponentielle de croissance.

La vitesse spécifique maximale moyenne de croissance Limax est déterminée graphiquement par
lacourbe: Log Xior ou Log Xy en fonction du temps. La pente de cette droite correspond 3

H(glob)max ou & M(app)max

MODE SEMI-CONTINU

Dans ce cas, le bilan réalisé€ sur les cellules vivantes pour la culture des cellules sur

microporteurs donnent:
Ve, -14)=V dx, +X dv
. r - - LI [
x"d dt 7V dt avec dV/dt=Q; Q étant le débit du milieu
d'alimentation (ml / h)
dX, Q
Iy-I4 =—Et——+Xv‘V
1 dX, Q

Hrgel - kd= ‘X‘; ' dt \ uapp

Q Xn, 1 dX,
k=YX, YR T® .
v v avec Q: débit d'alimentation (ml/h) et
V: volume de milieu dans le réacteur (ml)
Le taux de dilution D est égal 2 Q/ V et est exprimé en h-1.

Sous forme discrétisée, on calcule entre chaque intervalle de temps:
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m __Q+ 1 X"m'XVﬁ:L
PV T X, et
" | 4a~ Y%  fyec Happ correspondant au temps (ti+1+ti) /2 et
Xy o+ Xy,
ermbm= - 2 =

Dans le cas de cellules cultivées en agrégats ou adaptées 2 la culture en suspension:

1 dX Q
uglob“)—(t_o: & TV

MODE RECHARGE-RECOLTE

Le mode recharge-récolte est trait€ comme une succession de cultures en mode discontinu
et les vitesses spécifiques de croissance et de déces sont calculées comme défini précédemment.

MODE DISCONTINU

La vitesse spécifique de consommation ¥s d'un substrat est définie tel que:

1 dS 1 dS

Y= - X’; T ¥s (globy™ X ot e

ou dans le cas de cellules en

agrégats ou adaptées a la culture en suspension

et la vitesse spécifique de production

7;-—-4.-1_.95 T --+.._1_-92
P X, dt p(glob)™ T X dt

En pratique, les prélévements ont lieu toutes les 8 & 12 heures. On calculera, en fait, les vitesses
spécifiques moyennes sur ces intervalles de temps;
1 Sun-Sy 1 Sun-Sy
’Ys:: - X s - ’Ys(glc’b)= - X — -

Vv moyen ti+1 - ti et tot moyn ti+1 - ti
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1 _P5+1‘Pu 1 _Pﬁn‘Pﬁ

T =+ nt_(glob)= +
P XV moyen tiﬁ'l.ti Ct P ' X 1Ot moyen ti+1_ti
X _ Xvﬁ+ XV&+1 X - Xtotﬁ’*' Xtotﬁ,q
avec v moym 2 et tot moyn 2

MODE SEMI-CONTINU

Les vitesses spécifiques sont données comme suit:

dS Q.
- v GBS
* Xy avec S 0: concentration de substrat dans l'alimentation.
et
dP Q.
& +3* (B-Py)
P Xy avec ¥ 0; concentration de produit dans 1'alimentation.

Sur un intervalle de temps, entre deux prélévements successifs, les vitesses sont calculées de la
facon suivante:

S;. -S
1 Q tin Ot
=e— -5 (So- Spoyd) ¥ ——
Vs Xy moyen A"/ o ti+1'ti]
P, -P
1 Q tieg 4
T =+——q{+5 (P -Po+ }
et P va{ y 7 omoyen tin-t

avec S( et Pg sont les concentrations respectives en substrat et en produit dans le milieu

d'alimentation.
X+ Xy S+ S Pii+Piin
va_: t 2 i+l Sm____ t1 2 11+ Pmﬂ)‘“" t1 2 11+

Pour la culture en agrégats ou pour les cellules adaptées a la culture en suspension, toutes les

vitesses spécifiques de consommation et de production seront ramenées 2 Xiot (concentration
cellulaire totale).
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B.V111.4. Evaluations des rendements,

Le rendement Yp/s correspond au rapport molaire entre le produit de conversion et le
substrat correspondant; par exemple, le rendement Yjac/glc définira la quantité de lactate formé
par conversion glycolytique du glucose.

MODE DISCONTINU

A partir des courbes expérimentales d'évolution des concentrations de substrats S et des
concentrations de produit P, le rendement de conversion est calculé entre deux instants donnés
tel que:

[P; - [Pl
YIVS: lsiti‘lslti-:

[Pls et [S];; sont les concentrations respectives en P et en S au temps t;
[Plii-1 et [S]ii-1 sont les concentrations respectives en P et en S au temps tj.1

MODE SEMI CONTINU

A un instant ti et un taux de dilution D (Q/ V), le rendement est défini comme suit:

{P]ti = [P]m
G-t

[S]ti - {S]ti-l
ti-t

D°([P]moyen'[P]0)+

Y17=

D-( [S]O° [S]rnoyen) -
avecD=Q/V

[S1o et [Plo sont les concentrations respectives de substrat et de produit dans le milieu
d'alimentation; D est le taux de dilution entre tj €t ti-1; [SImoyen €t [Plmoyen sont définis par:

S.+S.- P..4P. A o S i 0 e
Smoym"' ti 5 ti-1 Pmoym= ti 5 ti-1
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C Caracteérisation et purification de proteines
recombinantes

C.1 Electrophorese des proteines

Les protéines sont des macromolécules constituées d'acides aminés dont certains d'entre
eux peuvent €tre chargés électriquement, lorsque le pH de la solution est différent de leur pKa.
11 en résulte une charge nette €lectrique dont le signe et l'intensité varient en fonction du pH de
la solution et leur point isoélectrique: & un pH inférieur 2 leur point isoélectrique, les protéines
auront une charge nette positive et se comporteront donc comme des cations lorsqu'elles seront
soumises & un champ électrique; a l'inverse, a un pH supérieur a leur point isoélectrique, elles
se comporteront comme des anions.

En théorie, si l'on applique un champ électrique, les protéines migreront plus ou moins vite
selon leur densité de charge. Au moment oli le courant électrique va étre appliqué, les molécules
de glycine en contact avec la solution tampon de 1'échantillon, dont le pH (6,8) est voisin de
leur pKa, vont étre peu dissociées. Ainsi faiblement chargées, elles vont migrer moins vite que
les ions chlorures. Cette différence de mobilité entre un ion "leader" (Cl-) et un ion
"retardataire” (glycine~) crée une zone intermédiare de plus faible conductivité, qui va permettre
de concentrer les protéines dans le gel de concentration. De plus, en présence d'un détergeant
ionique, le dodécylsulfate de sodium (SDS), il est possible de profiter au maximum de l'effet
taille, en chargeant les protéines de telle sorte qu'elles se comportent comme des anions; elles
auront la méme charge nette et le seul critére de séparation sera la taille.

Le systéme électrophorétique utilisé est discontinu avec un gel de concentration et un gel
résolutif selon la technique de Laemmli (1970).

REACTIFS
- Acrylamide 30% (p/v) et bisacrylamide 0,8% (p/v): solution
toxique 2 conserver 2 1'abri de la lumigre 2 4°C,
- SDS 20% (p/v)
- Tris-HC1 1,5M pH 8,8
- Tris-HC1 0,5M pH 6,8
-Glycérol 50% (v/v)
- Temed
- Ammoniumperoxodisulfate 10% (p/v)
- Tampon de migration: glycine 14,4 g/l; Tris-base 3 g/l; SDS
1g/
-Tampon BERNHARD: Tris 200 mM; sucrose 0,5 M; EDTA
5mM; méthionine 1% (p/v); bleu de bromophénol 0,01% (p/v)
- DTT 0,05M
- Jodoacétate 0,5M
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METHODE

La préparation des échantillons protéiques se fait de la fagon suivante.
A un volume V d'échantillon est ajouté un volume V de tampon de BERNHARD, puis 0,2 V de
SDS 20% (p/v) et 0,2 V de DTT 0,05M. Ce mélange est chauffé a 90°C pendant trois min puis
centrifugé 2 min & 10000 g. Aprés ajout de 0,2 V d'iodoacétamide 0,5M, les échantillons sont A
nouveau centrifugés 2 min 2 10000xg et sont préts a étre déposés sur le gel.

La préparation des deux gels, gel de concentration et gel de résolution se fait de la maniére
suivante par addition des réactifs dans 'ordre indiqué dans le tableau suivant:

Gel de concentration Gel de résolution
(5%) (12,5%)
Solution acrylamide (ml) 2,5 6,25
Tris-HC] pHS,8 (ml) - 3,75
Tris-HCI pH 6,8 (ml) 1,88 -
Glycérol 50% (ml) 0,75 1,5
H>0 (ml) 10,3 3,34
dégazage sous vide dégazage sous vide
SDS 20% (ml) 0,15 0,15
Persulfate d'ammonium (ul) 150 75
Temed (ul) 5 10
Temps de polymérisation 30 min 1h

La migration se déroule a 200 V pendant environ une heure pour des gels de dimensions
70 X 80 X 0,75 mm dans le tampon de migration.

C.11 Electrotransfert en milieu semi-sec

L'électrotransfert des protéines a ét€ réalis€ en milieu semi-sec sur un appareil Novablot-
Multiphor LKB (Pharmacia), avec une membrane en fluorure de polyvinylidéne (Immobilon-P,
Millipore IPVM 15150)

REACTIFS
- Tampon d'électrodes (anode et cathode en systéme continu):
glycine (39 mM) 2,93 g; Tris (48 mM) 5,81 g; SDS 0,375 g;
méthanol 20% 200 ml;; eau uitra pure qsp 1000 ml.
- Rouge ponceau 0,2% dans 3% TCA
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METHODE

Le gel de polyacrylamide-SDS et la membrane sont mis en sandwich entre 3 feuilles de
papier Whatman 3MM et 6 feuilles de papier filtre, les filtres étant imprégnés du tampon
d'élecrodes. L'ensemble est déposé sur I'anode de graphite; la cathode de graphite est ensuite
placée au dessus du sandwich et connectée a la cuve. La migration se déroule pendant deux
heures & température ambiante avec une intensité de courant de 0,8 mA/cm? de membrane. A la
fin du transfert, la membrane est colorée avec la solution de rouge ponceau puis décolorée avec
de l'eau distillée; ce qui permet de visualiser le profil électrophorétique et de vérifier l'efficacité
du transfert.

C.111 Western blot

Cette technique consiste a fixer sur l'antigéne un premier anticorps dirigé contre la
protéine d'intérét; le complexe ainsi formé est détecté par un deuxi¢me anticorps marqué, dirigé
contre le premier anticorps.

REACTIFS
-Tampon TBST 10X: NaCl 90 g; Tris 12,12 g; Tween (20) 7
ml; pH ajusté & 7,4 avec HCI; H20 gsp 1000 ml.
- Tampon de développement 1X: Tris 12,12 g; NaCl 5,84 g;
MgCI2.6H20 1,02 g; pH ajusté & 9,5 avec HCl; H20 gsp
1000 ml.
- Substrats phosphatase alcaline:Nitro blue tétrazolium (NBT):
200 ul (50 mg/ml dans 70% N-N-diméthylformamide); 5
bromo-4-chloro-3-indolyiphosphate (BCIP): 100 ul (50 mg/ml
dans 100% N-N-diméthylformamide); ajout de 30 ml de tampon
de développement.
- Albumine sérique bovine

METHODE

La procédure consiste & incuber successivement la membrane, sous agitation dans les
bains suivants:
* lavage 10 min dans tampon TBST
* saturation de 30 min avec 1% (p/v) BSA dans TBST
* incubation pendant 2 h avec le premier anticorps anti-GGT rénale humaine (antisérum de
lapin) dilué au 1/500M€ dans TBST
* 4 lavages de 15 min avec TBST
* incubation pendant 1 h avec le deuxi®me anticorps de chévre anti-IgG de lapin (Sigma n° A-
0407) conjugué a la phosphatase alcaline dilué au 1/2000 dans TBST
* Javage de 5 min avec le tampon de développement
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* incubation avec les substrats de la phosphatase alcaline
* ringage avec de l'eau distillée
* séchage de la membrane.

C.1V 1soélectrofocalisation

L'isoélectrofocalisation est une méthode d'analyse et de séparation des protéines basée
sur leur différence de charge électrique nette. Les protéines vont migrer dans un gradient de pH
jusqu'a ce qu'elles rencontrent une zone de pH ot elles sont électriquement neutres. Ce pH
correspond 2 leur point isélectrique. Le gradient de pH est créé par des ampholytes, molécules
synthétiques présentant des fonctions acides et basiques. Elles sont introduites dans la
préparation du gel. La composition des ampholytes est statistiquement telle qu'un gradient
linéaire de pH va s'installer tout le long du gel.

Les gels de polyacrylamide que nous avons utilisés sont commercialisés par Pharmacia et
contiennent des ampholytes préts a I'emploi (pH 3,5-10).

MATERIELS
- Kits Ampholine PAG Plate (Pharmacia) gradient de pH 3,5-
10. Les électrolytes H3PO4 IM pour l'anode et NaOH 1 M
pour la cathode sont fournis avec le kit.
- Appareil d'isoélectrofocalisation LKB
- Générateur STAVIP 3000 de chez Apelex
- Tampon de révélation de la GGT: Tris-HCI 0,1M, pH
8,25;Glycylglycine 150mM; L-gamma-glutamylo-
naphtylamide SmM.

METHODE

Un volume de 5 & 20 pul d'échantillon correspondant a 0,5-10 mg/ml de protéines est
déposé sur le gel. L'isoélectrofocalisation dure 2h30 a 1600 V, 50 m A et 25 W avec
refroidissement par un cryostat a 10°C.

Aprés la migration, le gel est incubé & 37°C dans le tampon de révélation de la GGT et la
localisation enzymatique de la GGT sera détectée par fluorescence sous UV.

C.V Détermination des constantes catalytiques

Les constantes catalytiques (Km) pour la glycylglycine et pour le L-y-glutamyl-3-
carboxy-4-nitroanilide ont été déterminées sur un analyseur centrifuge Cobas Bio (Roche
Diagnostica) dans les conditions expérimentales définies au B.7.6.

Pour la détermination du Km pour le Glu-CNA, une gamme de concentration de ce substrat est
réalisée jusqu'a 9 mM; pour le Km vis a vis de la glycylglycine, une gamme jusqu'a 150 mM
est préparée.
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C.V1 Solubilisation des proteines.

La GGT étant une protéine membranaire, il a fallu pour I'extraire, solubiliser les
protéines. Pour cela, deux techniques ont ét€ utilisées: soit par emploi d'un détergent, soit par
addition d'enzymes protéolytiques.

PRINCIPE ; L'utilisation détergent comme le Triton X-100 va permettre
I'extraction de la totalité de 'enzyme de la membrane.

REACTIFS
- Triton X100
- Acétone
- PBS sans calcium ni magnésium
-Tris-HCI 50 mM, pH 8
METHODE

Le culot cellulaire avec ou sans microporteurs est lavé puis repris dans du tampon PBS;
du Triton-X100 est additionné afin d'obtenir une concentration finale de 0,5% (v/v). Le
mélange est incubé une nuit a 4°C sous agitation. Les molécules insolubles sont éliminées apres
une centrifugation & 105000 g pendant une heure et a4 4°C. Les protéines solubilisées sont alors
précipitées par de I'acétone. Un volume d'acétone identique au volume de la solution protéique
est ajouté goutte a goutte au froid et sous agitation. Apres une nouvelle centrifugation a 20000g
pendant 30 min, le culot est séché a l'air puis est repris dans un petit volume de Tris-HCI 50
mM, pH 8.

C.V1.2 Utilisation d sooluti
PRINCIPE: La papaine ou la bromélaine coupent I'enzyme au niveau de son
peptide d'ancrage.
REACTIFS

- Papaine (EC 3.4.22.2, Beehringer Mannheim)
- Bromélaine (EC 3.4.22.4, Beehringer Mannheim)
-EDTA

- B mercaptoéthanol
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METHODE

Le culot cellulaire avec ou sans microporteurs est lavé avec du tampon PBS et incubé avec
I'enzyme en présence dEDTA & 1mM et de § mercaptoéthanol & 10 mM a 37°C. La suspension
cellulaire est alors centrifugée 2 105000 g pendant 2 heures & 4°C. Apres séparation du culot et
du surnageant, un dosage des protéines totales et un dosage de l'activité GGT sont effectués sur
les deux fractions.

C.V11 Purification par chromatographie éechangeuse
d'anions.

PRINCIPE: La chromatographie échangeuse d'anions est une
chromatographie d'adsorption qui est basée sur la séparation des protéines en fonction de leur
charge électrique nette. La phase stationnaire est un support sur lequel des groupements
ionisables ont été fixés dont I'électroneutralité est assurée par des contres ions mobiles. Une
premiere €tape consiste a équilibrer la colonne. Les protéines vont se fixer sur les groupements
ionisables par des interactions de nature électrostatique. Les protéines pourront étre éluées en
fonction de leur charge en augmentant la force ionique de la phase mobile.

REACTIFS ET MATERIELS
- Gel Fractogel EMD TMAE-650 (M) (Merck)
-Tris-HCI 50mM, pH 8,25
-NaCl 1M

METHODE

La colonne a été réalisée avec une mini-colonne dans laquelle est coulé le gel. La colonne
est équilibrée avec du tampon Tris-HCI. La chromatographie a ét€ réalisée a basse pression.
L'échantillon est introduit dans la colonne 2 l'aide d'une seringue par fraction de 1 ml; puis la
colonne est lavée avec la solution de Tris-HCl. L'élution sera effectuée avec du NaCl dont la
concentration adéquate aura été évaluée. L'échantillon est récupéré par fractions de 1 ml. Un
dosage protéique et un dosage enzymatique de GGT seront réalisés pour chaque fraction, En fin
d'expérience, le gel est lavé avec une solution de NaCl 1M puis est rééquilibré comme décrit
initialement.
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CHAPLITRE 1

1.1. AVANT PROPOS

Les objectifs du travail décrits dans ce premier chapitre sont, dans un premier temps,
I'obtention d'une lignée CHO recombinante, exprimant la GGT humaine de fagon stable, puis
dans un deuxiéme temps la comparaison des caractéristiques cinétiques de croissance et du
métabolisme cellulaire avec celles de la souche sauvage. La réalisation de cette étude passe par
la mise au point d'une part d'une technique de transfection et de sélection, d'autre part par la
détermination des caractéristiques catalytiques et structurales de 'enzyme recombinante et enfin,
1a culture en réacteur discontinu de la cellule sauvage, puis de la souche recombinante. La figure
I.1 schématise les différentes contributions apportées pour la mise au point de la cellule
recombinante. L'ensemble de ce travail devrait apporter des éléments de réponse a plusieurs
questions telles que: la recombinaison génétique consécutive & la transfection d'un ADN
hétérologue dans une cellule animale va-t'elle modifier les caractéristiques cinétiques de celle-ci
par rapport 2 la cellule sauvage dans des cultures en réacteur discontinu ? ; la culture en masse
d'une cellule animale recombinante pour la production d'une enzyme membranaire est-elle
réalisable ?

La rédaction de cette étude sera présentée sous la forme globale d'une pré-publication, ce
qui entraine inévitablement des redondances par rapport aux chapitres Matériels et Méthodes et
Bibliographie mais qui permet de réaliser une premiére ébauche assez synthétique des résultats.
Cette présentation a l'inconvénient majeur de donner un ensemble décousu ol les mises au
point nécessaires ne seront pas incluses dans le texte mais détaillées dans des annexes a la fin
du chapitre. On trouvera donc successivement, un résumé, une introduction, une description
bréve des méthodes (le détail des techniques sera retrouvé dans le chapitre Matériels et
Méthodes), I'ensemble des résultats et la discussion.

Les mises au point et études complémentaires seront plus amplement décrites dans des
annexes regroupées a la fin du présent chapitre, notamment une étude sur la perméabilité , la
viabilité et le taux de transfection de cellules CHO en fonction de différents parameétres
d'électroporation. L'électroporation sera comparée a la technique au phosphate de calcium, les
conditions de sélection seront déterminées ainsi que les expériences préliminaires pour définir
les conditions appropri€es de culture des cellules CHO.

-107-



Les résultats numériques expérimentaux correspondant aux comptages cellulaires et aux
différents dosages seront représentés sous forme de courbes sans filtrage; en effet, aucun
systeme de filtrage disponible actuellement ne nous a paru adapté aux résultats expérimentaux
dont nous disposions; ceci probablement en raison d'un nombre de points expérimentaux
insuffisants et surtout en raison d'erreurs d'estimations cellulaires et de dosages importantes.
Cependant, les différentes vitesses spécifiques de croissance, de consommation et de
production seront lissées afin de montrer une allure générale plus représentative des courbes.

Clonage du cDNA dans Emd‘;’ d'une méthode de
un vecteur d'expression ;f??s tectlon. "
eucaryotique /e ectroporation
CHO sauvage
Test de stabilité de la
production
CHO recombinants
Influence de la modification Caractérisation de la GGT
génétique sur le métabolisme recombinante
de base lors de culture en masse

Figure 1.1: schéma des différentes études nécessaires a la mise au point de la cellule CHO-GGT
recombinante.
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1.2. PRODUCTION D'UNE ENZUME MEMBRANAIRE
HUMAINE PAR DES CELLULES DE MAMMIFERES
RECOMBINANTES CULTIVEES SUR MICROPORTEURS EN
REACTEUR.

1.2.1. RESUME.

Des cellules d'ovaires de hamster chinois (CHO) ont été cotransfectées par deux vecteurs
d'expression eucaryotiques: un vecteur dans lequel a été cloné le cDNA de la GGT humaine,
derritre le promoteur de cytomégalovirus (CMV) et un deuxiéme vecteur portant le géne de
résistance neo; l'expression de ce dernier étant dirigée par le promoteur précoce de SV40. La
production de gamma-glutamyltransférase (GGT) humaine a été testée sur les cellules
transfectées, résistantes a la généticine (G418) et le clone le plus producteur a été sélectionné.
La stabilité de ce clone a été étudiée au cours du temps et une productivité moyenne de GGT de
2500 mU / mg de protéines a ét€ obtenue sur 18 passages. Les cellules CHO sauvages ont été
ensuite cultivées sur microporteurs en bioréacteur en mode discontinu afin de déterminer les
caractéristiques cinétiques de la souche et de les comparer a celles de la souche recombinante
cultivée dans les mémes conditions: il n'est pas apparu de différences significatives dans les
analyses cinétiques réalisées. Il a ét€ obtenu 250 unités de GGT humaine par litre de réacteur
avec une densité cellulaire de 8,5.10° cellules / ml.

1.2.2. INTRODUCT1ION.

L'application des techniques du génie génétique a des organismes eucaryotiques a permis
d'accroitre considérablement le potentiel de la culture de cellules animales. L'expression de
protéines humaines dans des cellules de mammiféres en culture fournit une bonne
approximation de la synthese protéique in vivo. En effet, la glycosylation des protéines peut
étre réalisée par des cellules de mammiferes recombinantes alors qu'elle n'est pas effectuée par
la plupart des systémes procaryotiques, ce qui peut &tre primordial pour des protéines dont
I'activité biologique dépend des modifications post-traductionnelles (BUSBY et al,1985; DUBE
et al,1988).

Plus particuli¢rement, des cellules support-dépendantes ont largement été employées pour la
production de diverses protéines thérapeutiques: des vaccins, des enzymes, des facteurs de
croissance et des hormones 2 l'aide de supports variés tels que microporteurs, billes de verre,
billes macroporeuses, matrices céramiques (MIGNOT et al, 1990; SONODA et al, 1988). Dans
cette optique, la culture de cellules CHO a prouvé €tre un bon modéle pour la production de
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protéines hétérologues telles que B, 1y interféron, facteur VIII, tPA, facteur IX (NILSSON et al,
1988; FAURE et al, 1989; MC CORMICK et al, 1984; HAYTER et al, 1992; KAUFMAN et
al, 1986).

La mesure de l'activité GGT dans le sérum humain est couramment utilisée en biologie clinique
car elle est un excellent marqueur de désordres hépatobiliaires. Cette enzyme membranaire
glycosylée intervient a plusieurs niveaux dans le métabolisme: régulation du taux de glutathion,
synthése des leucotrienes, détoxification des composés électrophiles .

Par ailleurs, peu d'études sur la production d'autres glycoprotéines recombinantes
membranaires ont €té réalisées jusqu'a présent, mais on peut citer I'expression d'antigéne de
cellule T humaine comme T8 et T4 (LITTMAN et al,1985), de récepteurs de surface de
I'interleukine 2.

L'étude présentée ici a plusieurs objectifs: en premier lieu, elle a pour but de mettre au
point une lignée cellulaire CHO exprimant de fagon stable une enzyme membranaire humaine: la
v glutamyltransférase (GGT). Quelques caractéristiques structurales et catalytiques seront
comparées a celles de GGT d'origines diverses. La culture en masse de cette souche
recombinante sera alors envisagée en bioréacteur en mode discontinu et la faisabilité de
I'expression d'une enzyme membranaire par cellules recombinantes cultivées en masse sera
vérifiée. La croissance et le métabolisme cellulaire de la cellule recombinante seront comparés 2
ceux de la lignée sauvage afin de voir si les modifications génétiques d'une cellule peuvent
modifier le comportement de celle-ci cultivée en masse.

1.2.3. MATER1ELS ET METHODES
X Vecteurs:

Le cDNA de la GGT humaine inséré dans le plasmide pUCI19 est un don du Pr Siest
(Centre du médicament). Ce cDNA comprend la partie codante (1710pb), la région 5 non
codante (487 pb) et la région 3’ non codante (129 pb) contenant le signal de polyadénylation.
Une ligation entre l'insert EcoRI du cDNA de la GGT (2,4 kb) et du vecteur d'expression
pcDNAI (Stratagéne) digéré par EcoRI a été effectuée. Un clone recombinant pcDNAI-GGT,
dans lequel le cDNA est inséré dans le bon sens derriére le promoteur CMYV, a ét€ isolé puis
amplifié dans E.Coli MC1061/P3 et purifié {le protocole détaillé est donné dans le chapitre
Matériels et Méthodes; on trouvera les cartes de restriction des vecteurs et du cDNA dans
I'annexe 1 4 la fin de ce chapitre. }

Un deuxi¢me vecteur d'expression pMAMneo (Clontech) possédant un géne de résistance a la
généticine (G418) servira a la sélection des cellules transfectées.
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> transfection d' ADN dans (es celfulgs CHO,

Les cellules CHO-K1 sauvages sont propagées dans du milieu de culture Ham F12

supplémenté avec 5% de sérum de veau feetal. Les cellules sont incubées 2 37°c dans une étuve
régulée en humidité et en taux de CO7. Les cellules CHO-K1 (1.107 cellules) ont été
cotransfectées avec 10 pug de pMAMneo linéarisé et 20 pg de pcDNAI-GGT linéarisé, par
électroporation. Une étude plus compléte sur la viabilité et le taux de transfection en fonction
des conditions d'électroporation a été réalisée et est détaillée dans I'annexe 2. Les conditions
expérimentales optimales d'électroporation (électroporateur APELEX) ont été déterminées et
sont les suivantes: aprés 10 minutes de mise en contact des cellules avec les deux vecteurs et &
4°C, 5 impulsions de 30 ps 2 9 kV/cm sont appliquées. Aprés une nouvelle incubation de 10
minutes & 4°C, les cellules sont remises en culture dans des boites de pétri & raison de 106
cellules par boite. 48 heures apres est débutée la sélection en additionnant 400 pg/ml de G418
(Généticine, Gibco): I'annexe 3 explicite la détermination de la concentration de G418
nécessaire a la sélection.
Le milieu est renouvelé tous les trois jours et 14 jours aprés 'addition du milieu de sélection,
les clones sont récupérés avec des cylindres de clonage et sont cultivés séparément en puits puis
en boites. Pour les différents dosages, les cellules & confluence sont grattées puis lavées au
PBS et congelées sous forme de culot sec a -20°C.

X dosage des protéines,

L'activité GGT et les constantes cinétiques sont déterminées comme décrit par
PETITCLERC et al (1980): une unité enzymatique étant définie comme la quantité d'enzyme
nécessaire pour transformer 1 pmole de L-y-glutamyl-3-carboxy-4-nitroanilide par minute.

La concentration protéique totale est dosée par la méthode de Bradford (BRADFORD, 1976) en
utilisant 'albumine de sérum bovin comme standard. '

Le clone ayant la plus plus grande activité spécifique est cultivé en boites de 75 cm?2
pendant 18 passages (54 jours) en présence ou en absence de généticine (G418) pour vérifier la
stabilité de la productivité de GGT au cours du temps. A chaque passage, une mesure de
I'activité GGT et un dosage de protéines totales sont réalisés.
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2 Western-bfot

A partir de culots cellulaires congelés puis repris dans une solution de Tris HCI 50 mM,

pH 8, les protéines sont solubilisées par 0,5% de Triton X100 pendant une nuit 2 4°C puis
précipitées a l'acétone.
L'électrophorese sur gel de polyacrylamide en présence de SDS est effectuée selon la technique
de Laemmli (1970). Le transfert est réalisé sur membrane Immobilon-P (Millipore) selon la
technique de Burnette (1981). La détection des antigénes de la GGT est réalisée avec un premier
anticorps polyclonal de GGT de rein humain (don du Pr Siest) et un deuxiéme anticorps IgG
anti-rat marqué 2 la phosphatase alcaline (Sigma).

Les cellules CHO ou CHO-GGT sont cultivées en bouteilles roulantes dans du milieu
Ham F12/DMEM (1:1) + 5% SVF + 4mM Glutamine +1% d'acides aminés essentiels + 0,5%
d'acides aminés non essentiels (ATGC). Aprés trypsination, elles sont ensemencées dans un
bioréacteur de 4 1 (Sétric) avec 5 g/l de cytodex 1 (Pharmacia) [une culture comparée de cellules
CHO-K1 sur cytodex 1 et 3 sera montrée dans l'annexe 4]. L'agitation, de 20 rpm les deux
premiéres heures pour faciliter I'adhésion des cellules aux microporteurs, est maintenue a 40
rpm durant le reste de I'expérimentation.
Les conditions fixées pour les régulations sont de 7,5 (régulée par CO2 ou NaOH, 0,5M) pour
le pH et une pO; correspondant & 50% de la saturation de 1'air.

> meéthodes analytiques

Des prélevements sont effectués deux fois par jour pour permettre les dosages des
concentrations de substrats (glucose, glutamine, acides aminés) et de produits (ions ammonium
et lactate) sur le surnageant ainsi que la mesure de 'activité GGT sur le culot cellulaire pour la
culture des cellules CHO-GGT. Pour la détermination de la croissance cellulaire, un échantillon
est prélevé et apres sédimentation des microporteurs, le surnageant est éliminé et remplacé par
une solution acide citrique et cristal violet. Aprés incubation 1 h a 37°C, les microporteurs sont
agités afin de décrocher les noyaux ; les noyaux colorés sont alors dénombrés a l'aide d'un
hémacytometre.
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L'ensemble des calculs cinétiques seront retrouvés en détail dans le chapitre Matériels et
Méthodes. '
En mode discontinu, la vitesse spécifique de croissance est définie telle que:

Happ=1/Xv.dXv/dt avec Xv : cellules vivantes attachées
aux microporteurs
sachant que, Hréel = Happ + kdéces et Hréel =1/ Xv . dXtot / dt
avec Xtot: cellules totales dans le
bioréacteur
et  kdéces=1/Xv.dXm /dt Xm: cellules mortes

La vitesse spécifique maximale de croissance moyenne est déterminée, pendant la phase
exponentielle de croissance, par la pente de la droite obtenue lorsque I'on porte Log Xv en
fonction du temps.

Les vitesses spécifiques de consommation et de production sont définies comme suit:
Vs=1/Xv.dS/dt avec S :concentration du substrat

et np=1/Xv.dP/dt avec P : concentration du produit

Les différentes vitesses spécifiques de consommation et de production seront exprimées en
10-10 mmole / cellule. h.

1.2.4. RESULTATS

1.2.4.1. Obtention et caracterisation d'une protéine
membranaire recombinante exprimée par des cellules CHO
recombinantes

La premiére étape consiste a transfecter un vecteur d'expression eucaryotique, dans lequel
a été cloné le cDNA d'intérét, dans des cellules CHO. Parmi les différents clones obtenus apres
sélection, le clone le plus producteur a été sélectionné; la stabilité de la production au cours du
temps a été vérifiée en absence ou en présence de pression de sélection. Les propriétés
structurales et catalytiques ont ét€ comparées a des GGT d'origines diverses.
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Les deux vecteurs d'expression eucaryotiques, I'un portant le cDNA de la GGT humaine
et l'autre le géne de résistance a la généticine ont été cotransfectés dans les cellules CHO-K1,
par électroporation (voir annexe 2 pour l'optimisation de I'électroporation sur les cellules
CHO). Le taux de transfection (nombre de clones obtenus / nombre de cellules transfectées
initialement) calculé apres deux semaines de sélection est de 1.10-3.

Apres deux semaines de sélection (voir annexe 3, I'étude des conditions de sélection) dans du
milieu additionné de 400 pug / ml de G418, une trentaine de clones ont été repris, cultivés et des
dosages de GGT ont été effectués.
Une grande disparité dans la morphologie cellulaire et dans les vitesses de croissance de ces
différents clones a pu étre observée: certains clones présentant une morphologie plus ronde et
une vitesse de croissance plus lente que celles des cellules sauvages.

Parmi ces 30 clones, 22 ont montré une activité GGT allant de 50 a 2500 mU / mg de
protéines; les cellules sauvages ayant, elles, une activité GGT non détectable.

Le clone 21, le plus producteur a été appelé CHO-GGT et I'étude de la stabilité de ce clone a
ét€ entreprise durant 18 passages en flacons statiques (54 jours) en présence de G418 et, en
parallele, 2 partir du cinqui¢me passage sans G418. Les résultats obtenus sont représentés sur
la figure 1.2.

Notons qu'il a été vérifié que la GGT était trés peu excrétée dans le milieu de culture (de 1'ordre
de 11U /1.

En présence comme en absence de G418, le clone CHO-GGT présente une activité stable
au cours du temps, pendant prés de deux mois (c'est-a-dire environ 77 générations), indiquant
une intégration du cDNA dans son géndme. Ceci permettra par la suite de cultiver en masse les
cellules CHO-GGT sans addition de G418 dans le milieu de culture. Des études similaires
réalisées sur des cellules CHO déficientes pour DHFR, exprimant le tPA (BARSOUM, 1990)
ont montré une stabilité dans le taux d'expression et dans le nombre de copies d'ADN, sans
appliquer de pression de sélection pendant plus de 185 générations. Par contre, d'autres auteurs
(WEIDLE et al, 1988) ont trouvé une instabilité de 'ADN transfecté en absence de pression de
sélection.

L'activité spécifique mesurée en boite de culture pour CHO-GGT de 2500 mU / mg de
protéines correspond 2 20 mU / 107 cellules. Dans la suite de ce travail, 'activité GGT sera
rapportée au volume afin de faciliter les interprétations et les comparaisons entre cultures;
l'activité GGT sera donc donnée en U /1.
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Figure 1.2.: Etude de la stabilité¢ de l'activité spécifique de la GGT au cours de passages
successifs; cette étude a été réalisée en flacons statiques, avec ou sans pression de sélection.

western-blot de [a GGT F . bi

A partir de culots cellulaires, les protéines ont été€ dans un premier temps solubilisées par
du Triton X-100 puis, dans un deuxiéme temps, précipitées a I'acétone.
Ces protéines ainsi que des extraits cellulaires bruts ont été analysés aprés immunoblotting,
avec des anticorps polyclonaux dirigés contre la GGT de rein humain.
La photo I.A montre le résultat du Western Blot obtenu; le profil des protéines issues des
cellules sauvages (piste 1) ne montre aucun signal caractéristique de la GGT; le profil de
I'homogénat de cellules CHO-GGT (piste 2) présente de nombreuses bandes non spécifiques
de 1a GGT (ce phénomene est li€ a I'utilisation d'un antisérum non purifi€); par contre apres
solubilisation des protéines issues de cellules CHO-GGT, deux signaux distincts ont pu étre
mis en évidence. Ainsi, deux classes de peptides ont été séparées avec des masses moléculaires
respectivement de 65-70kDa et 25-30 kDa, correspondant probablement aux deux sous-unités
respectivement lourde et 1égére de la GGT. Le précurseur de la GGT recombinante de CHO-
GGT n'est pas visible comme pour la GGT recombinante de cellules V79-HGGT (VISVIKIS
et al, 1991). Les deux sous-unités apparaissent sous forme de bandes diffuses, qui pourraient
étre attribuées a des "glycoformes" différentes. Le tableau I.A montre quelques exemples de
masses moléculaires des sous-unités de GGT d'origines différentes. Les deux sous-unités de la
GGT recombinante de cellules CHO-GGT présentent des masses moléculaires comparables de
celles de GGT issues de différents tissus.
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origine MM (kDa)de | MM (kDa)dela | MM (kDa)dela Références
I'enzyme native | sous-unité lourde § sous-unit€ légére |
Rein humain 86 62 22 Tate et Ross
(1977)
Foie humain 90 68 20 Visvikis et al
(1990)
Sérum humain variabled ND ND Huseby (1977)
HepG2 120 chaine unique > 100kDa Visvikis et al
(1990
V79-HGGT - 60-64 27-31 Visvikis et al
(1991)
CHO-GGT - 65-70 25-30 ce travail

tableau I.A: masse moléculaire de GGT d'origines différentes: ND non déterminé; MM masse
moléculaire.

a: Différentes masses moléculaires ont €t€ trouvées dans le sérum humain; ceci est probablement
di a des associations de la GGT avec d'autres protéines du sérum: voir la revue de Huseby
(1977).

sous-unité
lourde

65 —P

sous-unité
légeére

25 —P

Photo I.A.: profil protéique obtenu aprés immunodétection d'un western blot; la
révélation a été réalisée a l'aide d'un antisérum anti-GGT de rein humain.
1. protéines solubilisées par du Triton X-100 puis précipitées a I'acétone & partir de cellules
sauvages CHO (20 pg de protéines)
2. homogénat de cellules CHO-GGT (20 pig de protéines)
3. protéines solubilisées par du Triton X-100 puis précipitées a l'acétone a partir de cellules
CHO-GGT (20 pg de protéines) ’
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Les constantes catalytiques ont été déterminées a partir d'extraits cellulaires bruts.

L'influence de la concentration en gamma-L-glutamyl-3-carboxy-4-nitranilide et en
glycylglycine sur 'activité GGT de la protéine recombinante est représentée sur la figure 1.3. A
partir des tracés en double inverse (représentation de Lineweaver-Burk's), les Km pour le
substrat donneur (GluCNA) et pour le substrat accepteur (glygly) ont été déterminés, en
extrapolant les portions de droites obtenues. L'influence du pH sur l'activité enzymatique est
également présentée.
Les valeurs de Km sont respectivement de 0,7 ( 0,05)mM pour le KmP (donneur) et de 6,5
(£0,5)mM pour le KmA (accepteur). Le tableau I.B résume les valeurs des Km apparents,
obtenues pour la lignée CHO-GGT, comparées 4 d'autres valeurs de constantes cinétiques pour
des GGT de différentes origines. Il montre que les valeurs des constantes catalytiques sont trés
proches de celles obtenues pour HepG2 (VISVIKIS, These, 1989) et pour la GGT du sérum.
Le pH optimum est de 7,9, identique a celui du sérum et du foie humain.

SHAW et al (1978) ont montré que le taux initial obtenu en absence de glycylglycine,était
di a l'autotranspeptidation, lorsque le y-glutamyl-carboxynitroanilide ou le 7-
glutamylnitroanilide était utilisé comme substrat donneur. La GGT recombinante présente
également une activité non nulle en absence de glycylglycine, représentant environ 15% de celle
mesurée avec 0,15 M de glygly. Ceci présume donc d'une fonction catalytique
d'autotranspeptidation. D'autres auteurs (PETITCLERC et al, 1980) ont suggéré que
I'autotranspeptidation n'était pas la seule réaction possible en absence de glycylglycine, et que
I'hydrolyse du substrat donneur entrait également en jeu.
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figure 1.3: effet de la concentration du GluCNA (a), de la glycylglycine (b) et du pH (c) sur
Yactivité enzymatique de la GGT recombinante; les conditions expérimental;s sont les
suivantes:30°C; 0,1M Tris-HCl, pH 8,25; 0,15 M glygly pour la variation de l'activité¢ GGT en
fonction de la concentration en GIuCNA et 30°C; 0,1 M Tris-HCI; pH 8,25; 6mM GluCNA
pour la variation de l'activité GGT en fonction de la concentration en glygly.
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Origine GGT pHoptimal | Kmp (mM) | KmA (mM) | Références
produite HepG2 -GGT 7,6 0,74 9,5 Visvikis et al
in vitro (1989)
Rein de porc 8,3 1,12 31 Schiele et al
(1987)
GGT Sérum humain 7.9 0,83 17,2 Schiele et al
extraite (1987)
de tissus Rein humain 8,25 1,15 12,5 Visvikis et al
(1989)
Foie humain 7,9 0,61 ND Visvikis et al
(1989)
produite V79HGGT 8,1 0,85 7,5 Visvikis et al
in vitro par (1991)
cellules
animales CHO-GGT 7,9 0,7 6,5 ce travail
recombinantes

Tableau 1.B: comparaison des propriétés catalytiques de GGT issues de dlfférentes origines
KmpD: constante d'affinité pour le substrat GluCNA

KmA: constante d'affinité pour le substrat Glygly

ND: non déterminé

et de cellules CHO recombinantes en biorécacteur.

1.2.4.2. Comparaison de culture de cellules CHO sauvages

Ayant maintenant a disposition une souche recombinante exprimant de fagon stable la
GGT, la culture en masse de ces cellules va €tre abordée afin d'établir les caractéristiques
cinétiques de croissance et de métabolisme de cette lignée. Dans un premier temps, ce sont les
caractéristiques de la lignée sauvage qui seront déterminées puis dans un deuxiéme temps, elles
seront comparées avec celles de la lignée recombinante.

Les cellules sauvages ont été cultivées en bioréacteur de 4 litres. Le pH est maintenu a
7,4 et 1a pO2 & 50% de la saturation de l'air. Le milieu de culture est supplémenté avec 5% de
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SVF, 2,5mM de glutamine et des acides aminés essentiels et non essentiels; les cellules sont
ensemencées dans le réacteur avec 5g/1 de microporteurs cytodex 1 {voir annexe 4 pour la mise
au point de la culture de cellules CHO (type de microporteurs, taux et conditions
d'ensemencement)}.

Les cinétiques de culture: prolifération cellulaire, consommation de substrats (glucose,
glutamine), formation de déchets (lactate et ions ammonium), sont représentées sur la figure
1.4.

Le taux d'ensemencement choisi est de 105cellules par millilitre correspondant 2 6. 103 cellules /
cm? de microporteurs. La courbe suivant I'évolution de la concentration cellulaire au cours du
temps peut se diviser en deux phases, une phase de croissance d'environ 90 heures avec
obtention d'une concentration cellulaire maximale de 8,5.105 cellules / ml et un Happ(max) de
0,037 h-1 puis une phase de décroissance cellulaire, due au ralentissement de la croissance et &
I'accélération du déces, pendant laquelle les cellules se décrochent des microporteurs et sont
considérées comme étant des cellules mortes. L'ensemble de la culture en mode discontinu
s'étend environ sur une durée totale de 175 h.

Le glucose est rapidement consommé et est totalement €puisé en 80 h. L'apparition de

lactate est couplée a la disparition du glucose; sa concentration dans le milieu se stabilise a
environ 12mM , aprés qu'il ait été légerement reconsommé. Leist (1988) a montré des résultats
similaires et suppose une utilisation du lactate comme source de carbone lorsque le glucose a été
completement épuisé dans le milieu.
La conversion glycolytique du glucose en lactate, caractérisée par le rendement Ylac/glc est
représentée par la courbe du lactate produit en fonction du glucose consommé a chaque instant.
A pH 7,4, le calcul du rendement donne Y]ac/glc =1,5 mole / mole (figure 1.5a) correspondant
475 % du glucose initial transformé en lactate, résultat analogue a celui obtenu pour des cellules
CHO recombinantes exprimant l'interféron humain (SMILEY ET AL, 1989).

La consommation de glutamine est parall¢le 2 celle du glucose. Sa concentration devient
inférieure 2 1 mM apres 80 h de culture et peut étre également considérée comme limitante pour
la croissance. Sa consommation coincide avec la production d'ions ammonium et le rendement
YNH4/gln = 0,5 mole / mole (figure 1.5b); cette valeur est proche de celle obtenue pour des
cellues CHO productrices d'antithrombine Il humaine (SCHMID ET JOHANNSEN, 1990).

La figure 1.6 regroupe les évolutions des différentes vitesses spécifiques obtenues a partir
des tracés de la figure 1.4. Nous pouvons observer (figure 1.6.a) une vitesse spécifique de
croissance, Happ, qui augmente pendant 48 h jusqu'a une valeur de 0,04 h-1, correspondant a
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un temps de génération de 16 h. Apres 48 h de culture, cette vitesse chute pour atteindre une
valeur nulle 2 environ 80 h. '

Les vitesses spécifiques de consommation de glucose et de glutamine (figure 1.6.b) sont
maximales en début de culture puis décroissent. La vitesse spécifique de consommation de
glucose s'annule aprés 90 h de culture alors que celle de la glutamine chute rapidement les 40
premieres heures de culture puis se stabilise avant de s'annuler.

Les vitesses spécifiques de production d'ions ammonium et de lactate (figure 1.6.c) montrent
une diminution de la vitesse de production de lactate jusqu'a une valeur nulle aprés 90 h de
culture, et une vitesse spécifique de production d'ions ammonium faible et fluctuante autour de
0,5 mmole / cellule.h.

L'arrét de la croissance cellulaire et le déces cellulaire apres 90 h de culture sont liés aux
limitations nutritionnelles (glucose, glutamine, acides aminés) ou a une accumulation de
produits toxiques autres que le lactate ou les ions ammonium. En effet, des études (HAYTER et
al,1991) ont montré que I'addition de concentrations de 17,5mM de lactate et de 2mM d'ions
ammonium en début de culture n'affectaient pas la croissance de cellules CHO-K1. D'autres
études (SCHLAEGER ET SCHUMPP, 1989) ont précisé que des concentrations de 8-10 mM
d'ions ammonium et 90-110 mM de lactate étaient requises pour avoir 50% d'inhibition de la
croissance cellulaire de cellules CHO.

Quant aux limitations nutritionnelles, la disparition du glucose dans le milieu de culture coincide
avec l'arrét de la croissance cellulaire et pourrait étre considéré comme limitant; cependant de
nombreuses études réalisées sur diverses lignées cellulaires telles que cellules HelLa,
hybridomes,cellules CHO (REITZER ET AL,1979; MILLER ET AL,1989; HAYTER ET AL,
1991) ont montré qu'une augmentation de la concentration du glucose dans le milieu,
augmentait la vitesse spécifique de consommation de ce substrat avec une augmentation
paralléle de la vitesse spécifique de production de lactate, sans améliorer pour autant la
croissance cellulaire. Ce phénoméne suggere que les cellules utilisent le glucose moins
efficacement en présence de fortes concentrations en glucose. L'éugmentation de la
concentration de glucose dans le milieu initial de culture n'est donc pas une solution
envisageable pour empécher une limitation en glucose; une alimentation en glucose au cours du
temps, en fonction du besoin des cellules, serait préférable.

De méme pour la glutamine, une concentration initiale de 6 mM ( résultats non présentés ici) a

été testée et a abouti & une augmentation de la production en ions ammonium sans améliorer la

vitesse spécifique de croissance.
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D'autres limitations nutritionnelles peuvent intervenir, notamment en acides aminés; c'est
pourquoi I'évolution des concentrations en acides aminés au cours de la culture a également été
examinée et est résumée sur les courbes de la figure 1.7. Ce suivi du profil des acides aminés de
la cellule sauvage permettra d'établir quels sont les acides aminés consommés et ceux produits.
La figure 1.7a indique les voies d'entrées des acides aminés dans les cycles métaboliques
(THOMAS, 1990).

Un certain nombre d'acides aminés ne varient pas ou peu au cours de la culture, thréonine (
92% résiduel en fin de culture), tyrosine (96% résiduel), proline (80% résiduel), phénylalanine
(91% résiduel}.

La glutamine est 'acide amin€ le plus rapidement consommé mais sont également consommés
la sérine (16% résiduel en fin de culture), l'arginine (50% résiduel), l'isoleucine (70%
résiduel), 1a leucine (70% résiduel) et I'histidine (65% résiduel). (figure 1.7¢)

Au contraire, on remarque une nette production d'alanine, de glycine et de glutamate (figure
1.7b). Ces produits sont également retrouvés dans des cultures d'autres lignées cellulaires
(MILLER ET AL,1989). L'accumulation de glycine peut étre attribuée a la consommation
rapide de la sérine (SNELL ET AL,1987) alors que glutamate provient certainement du
métabolisme de la glutamine.
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Figure 1.4: cinétiques d'une culture de cellules CHO sauvages sur
microporteurs en mode discontinu. Le milieu de culture est du DMEM/Ham F12 avec 9 mM de
glucose et 2,5 mM de glutamine et 5% de SVF; la concentration de microporteurs est de 5 g/l et

I'ensemencement est de 1.109 cellules/ ml.
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Figure 1.5: détermination des rendements de conversion du glucose en lactate (Y]ac/glc) et
de la glutamine en ions ammonium (YNH4/gln) pour une culture en mode discontinu; lacQ,
gluQ, glnQ et NH4( sont les concentrations respectives de lactate, glucose, glutamine et ions
ammonium dans le milieu au moment de I'ensemencement; les cinétiques de cette expérience
sont données sur la figure 1.4.
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Figure 1.6: évolutions des vitesses spécifiques de prolifération (Happ), de
consommation de glucose (Vglc), de glutamine Q) gln) et de production de lactate (nlac) et
d'ions ammonium (tNH4) au cours de la culture en mode discontinu des cellules CHO
sauvages; les cinétiques complétes de la culture sont tracées sur la figure 1.4,
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Figure 1.7: métabolisme des acides aminés; (A): les voies d'entrées des
acides aminés dans les différents cycles métaboliques (THOMAS, 1990); (B): évolution des
acides aminés produits au cours d'un réacteur discontinu; (C): pourcentage d'acides aminés
résiduels lors d'une culture de cellules CHO sauvages en mode discontinu.
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Les cellules recombinantes ont été cultivées dans les mémes conditions (méme milieu de
culture sans ajout de généticine) que les cellules sauvages . Les cinétiques de croissance
cellulaire, de consommation de glucose et de glutamine, de production de lactate , d'ions
ammonium et de GGT sont représentées sur la figure 1.8. Les consommations de glucose et de
glutamine par la souche recombinante montrent des profils identiques a ceux de la souche
sauvage, avec une déplétion en glucose en 75h de culture et de glutamine en 125h. Les
concentrations cellulaires maximales pour les deux souches avoisinent 9.105 cellules / ml.

La vitesse spécifique de croissance maximale W(app)max moyenne est de 0,038 h-1,
identique a celle des cellules sauvages.
Les rendements YLac/Glc et YNH4/GIn (figure 1.9a et 1.9b) sont de 1,5 mole / mole et 0,6 mole /
mole respectivement comme pour les cellules sauvages.
Les vitesses spécifiques de consommation du glucose, de la glutamine et de production de
lactate et d'ions ammonium pour les cellules CHO-GGT présentent les mémes variations que
celles des cellules sauvages (figure 1.10).
Enfin, on ne remarque aucune différence significative dans le métabolisme des acides aminés
(figure 1.11).

La production de GGT est paralléle a la croissance avec un léger décalage dans le temps; elle
augmente jusqu'a 240 U /1 aprés 90 h de culture puis chute lors du décés cellulaire. Le dosage
de l'activité GGT est réalisé sur les cellules qui adhérent aux microporteurs; lorsque les cellules
se décrochent des microporteurs, le dosage de l'activité dans le milieu de culture montre que
I'enzyme est soit dégradée, soit rendue inactive par l'action de protéases, car l'activité
enzymatique retrouvée dans le milieu de culture est négligeable.

La production de GGT par les cellules CHO recombinantes peut &tre comparée a celle de
différents systemes d'expression (tableau I.C): ces résultats montrent une activité GGT
spécifique des cellules CHO-GGT proche de celle obtenue avec des cellules V79 et de plus de
25 fois supérieure a celle de cellules d'hépatomes humains (HepG2). La production en masse
de GGT par des cellules en réacteur n'avait ét€ jusqu'a présent testée que sur ces cellules
HepG2; 'activité totale de GGT par litre de culture obtenue 2 partir des cellules CHO-GGT est
la plus élevée rapportée jusqu'a présent; de plus, I'enzyme issue des cellules CHO-GGT se
présente sous la forme de deux sous-unités glycosylées, contrairement 2 celle des cellules
HepG2.

-127-




Activité Activité totale par
spécifique | litre de culture Structure références
(mU / mg protéine) /) téique
E.Coli 56 12 1 chaine unique | ANGELE et al
transformé non glycosylée (1991)
S.cerevisiae 250 ’ 2 sous-unités | ANGELE etal,
transformée glycosylées? (1991)
cellules 1 chaine unique
d'hépatomes 20 30 glycosylée VISVIKIS etal
HepG2 5 (1990)
cellules V79 sous-unités | THIOUD. T
mansfectées 2000 ND glycosylées (1992)
cellules CHO 2 sous-unités .
transfectées 2500 240 glycosylées ce travail

Tableau 1.C: production de GGT dans différents systémes d'expression.

La vitesse spécifique de production de GGT est représentée figure 1.12 ainsi que la vitesse
spécifique de croissance Wapp au cours de la culture. La vitesse spécifique de production de
GGT reste constante et élevée pendant toute la phase de croissance puis chute réguli¢rement
avec la diminution de la vitesse spécifique de croissance. Il n'apparait pas de relation linéaire
entre la vitesse spécifique de croissance cellulaire et la vitesse spécifique de production de GGT
(figure 1.13).

Si on représente le taux d'expression de GGT par cellule (figure 1.14), il apparait une
augmentation de cette production tout au long de la culture. Au maximum de la croissance
cellulaire, la productivité spécifique est de 25 mU / 103 cellules, valeur identique 2 celle obtenue
en flacons statiques. Cette expression par cellule augmente encore durant la phase de décés
cellulaire, indiquant une accumulation de la GGT lorsque la vitesse spécifique de croissance
apparente est nulle.
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Figure 1.8 : cinétique d'une culture en réacteur discontinu des cellules CHO-GGT. Le
milieu de culture est du DMEM/Ham F12 avec 9mM de glucose et 2,5 mM de glutamine et 5%

de SVF. Les cellules ont été ensemencées 2 raison de 1.10° cellules / ml.
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Figure 1.9: détermination des rendements de conversion métabolique Yiac /gic et
YNH4 / oln pour la culture des cellules CHO-GGT en réacteur discontinu; ces rendements ont
été établis pendant les 75 premigres de culture avant que le glucose et la glutamine ne soient
totalement €puisés; glcq, lacQ, glnQ et NH4( sont respectivement les concentrations initiales de
glucose, de lactate, de glutamine et d'ions ammonium. Les cinétiques de culture
correspondantes sont représentées sur la figure 1.8
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Figure 1.10: comparaison des évolutions des vitesses spécifiques de consommation de
glucose (Vglucose), de glutamine (Vglutamine) et de production de lactate (nlactate) et d'ions
ammonium (TNH4). Les cinétiques correspondantes sont montrées sur la figure 1.8.
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Figure I.11:évolutions des différents acides aminés produits
(alanine, glycine et glutamate) ainsi que le pourcentage d'acides aminés résiduels (sérine,
arginine, leucine, histidine et glutamine) au cours de la culture des cellules CHO-GGT en
réacteur discontinu.
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Figure I.12: détermination des vitesses spécifiques de prolifération cellulaire et de production de
GGT; les cinétiques de cette culture sont montrées sur la figure 1.8.
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Figure 1.13: représentation de la vitesse spécifique de production de GGT en fonction de la vitesse
de prolifération (jLapp)

n GGT
(10e-10 mU / cellule.h)

40
a o]
F
2% 30 -
= -
=K
1%
T ES
D~
U:é 1
= 10 S S———
0 50 100 150 200
temps (h)

Figure 1.14: évolution du taux d'expression de GGT par cellule; les cinétiques de la culture seront
retrouvées sur la figure 1.8
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1.2.5. D1SCUSS1ION ET CONCLUS1ON

Peu de travaux ont rapporté jusqu'ici I'expression de protéines membranaires par culture
de cellules animales recombinantes. On trouve cependant I'expression du récepteur de surface
de l'interleukine 2 (LEONARD et al, 1984) et du récepteur du NGF (Nerve Growth Factor)
(CHAO et al, 1986), ainsi que la purification de ces deux protéines; mais ces travaux n'ont pas
abordé la culture en masse de ces cellules recombinantes. Quelques protéines virales ont
également €€ purifiées. La GGT humaine a, de méme, été exprimée et purifiée dans des cellules
V79 (fibroblastes de poumon d'hamster chinois) (VISVIKIS et al, 1991).

La production en masse de protéines membranaires, comme la GGT humaine, par cellules
animales recombinantes n'a jamais été abordée, et 1'étude réalisée ici montre la faisabilité de ce
type de culture. Il apparait que les contraintes auxquelles sont soumises les cellules lors de la
mise en ceuvre d'un réacteur (agitation, adhérence sur des microporteurs) n'affectent pas leurs
capacités de synthése de GGT.

L'observation de la morphologie des cellules recombinantes ne fait pas apparaitre de
différences entre celles-ci et les cellules sauvages, contrairement & d'autres études
(THIOUDELLET, 1992), qui rapportaient une morphologie plus ronde des cellules
recombinantes ainsi qu'un temps de génération plus lent; ces études ayant été faites en flacons
statiques. L'activité spécifique de la GGT recombinante produite par les cellules CHO-GGT est
la plus élevée jusqu'a présent obtenue avec celle produite par la cellule V79 (environ222,5U/
mg de protéine). La culture en réacteur discontinu des cellules CHO-GGT a montré une
production d'environ 240 U /1 de GGT; cette production étant directement liée a la densité
cellulaire. Les cellules CHO-GGT présentent la méme vitesse spécifique maximale apparente de
croissance que les cellules sauvages avec un temps de génération d'environ 18 heures.

Les cellules CHO recombinantes expriment la GGT sous forme de deux sous-unités
probablement glycosylées. Ceci suggere que les cellules CHO possédent une protéase capable
de reconnaitre la séquence du site de coupure du précurseur de 1a GGT. Les caractéristiques
catalytiques sont proches d'autres GGT, notamment celle du foie humain ou celle de GGT
recombinante 2 partir de cellules V79-HGGT.

La localisation du cDNA dans le géndme hote n'a pas été réalisée, mais il semble que
I'intégration de celui-ci dans le géndme hote s'est faite de telle fagon qu'elle n'entraine pas de
modifications dans le métabolisme li€ a la croissance de la souche, ce qui permettra de cultiver
la souche recombinante dans les mémes conditions que la souche sauvage. La culture de
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cellules CHO sauvages sur microporteurs a beaucoup été étudiée depuis de nombreuses années,
avec différents modes de culture, aussi bien en discontinu qu'en perfusé (HAYTER et al, 1991;
AVGERINOS et al, 1990; PORTNER et al,1991), ce qui va permettre d'obtenir en masse une
cellule productrice de GGT. Le mode de culture approprié a la production de GGT
doit,cependant, étre étudié; en effet, I'enzyme étant membranaire, les cellules doivent étre
rapidement récupérées avant le début de la phase de déces cellulaire (avant décrochement des
cellules des microporteurs). Le mode semi-continu ou fed-batch semblerait, a priori, un mode
de culture intéressant: en effet, il permettrait de maintenir une croissance cellulaire plus longue
qu'en mode discontinu tout en fournissant des cultures de courtes durées, faciles a valider.

En conclusion, les résultats présentés dans cette partie ont permis d'atteindre les objectifs
suivants:

- la mise au point d'une lignée recombinante stable pour la production de GGT a ét¢ effectuée.

- la faisabilité de la culture en masse de ces cellules en vue de la production de GGT a été
vérifiée, montrant une production couplée a la densité cellulaire.

- les caractéristiques métaboliques de cette souche recombinante ont été comparées a celles de la
souche sauvage; le clone selectionné ne présente pas de caractéristiques cinétiques différentes
lors de culture en réacteur discontinu par rapport  la cellule sauvage.

Le cas de la purification d'une protéine membranaire sur des cellules en culture sur
microporteurs n'a cependant pas été€ envisagé. La GGT a été purifiée a partir de nombreux
tissus (références) et plus récemment a partir de cellules animales recombinantes en culture sur
boites de Pétri (THIOUDELLET, 1992); mais, la purification & partir d'une cellule en culture
sur microporteur sera peut-étre plus délicate: en effet, la purification de I'enzyme membranaire
implique la récupération des cellules; le traitement par la trypsine des microporteurs ne peut pas
étre envisagé, car il fait perdre plus de 50% de l'activité enzymatique. Une alternative serait de
faire croitre les cellules en absence de microporteurs, ce qui permettrait de faciliter la
purification tout en diminuant les coiits de la culture. Dans cette optique, d'autres modes de
culture, tels que les agrégats ou l'adaptation des cellules a la culture en suspension pourraient
étre envisagés. Ces approches feront I'objet du deuxieéme chapitre de ce rapport.
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ANNEXE 1

CLONAGE DU CDNA-HEPG2 DANS UN VECTEUR
D'EXPRESSION EUCARYOTIQUE.

La stratégie initiale consistait a cloner le cDNA-HepG2 dans le vecteur d'expression
eucaryotique pMAMneo (Matériels et Méthodes: fig 22a), portant le géne de résistance neo, afin
de transfecter ultérieurement ce vecteur recombinant dans les cellules CHO. Le "polylinker” de
PMAMneo est composé de trois sites de restriction uniques Nhel, Sall et Xhol, différents du
site de clonage du cDNA—HepGZ inséré dans le plasmide pUC19 (site EcoRI). Aprés extraction
et purification du cDNA, des essais ont ét€ réalisés afin de créer un site de restriction adéquat
par addition d'un oligonucléotide de syntheése (Nhel) sur le cDNA. Différentes conditions de
ligation entre oligonucléotides et cDNA ont ét€ testées mais ont échoué. C'est pourquoi, une
autre stratégie a été engagée a 'aide d'un deuxiéme vecteur d'expression eucaryotique,pcDNAI
(Matériels et Méthodes, figure 22b); ce dernier posséde un site de restriction adéquat EcoRI, un
promoteur fort CMV mais sans systéme de sélection; ce qui obligera a réaliser une
cotransfection de ce vecteur avec un vecteur possédant un systeme de sélection (c'est-a-dire
avec pMAMreo).

Le clonage du cDNA a donc été réalis€ dans pcDNAI (figure 1.15) et aprés transformation
bactérienne une cinquantaine de clones ont ét€ obtenus et testés. Parmi ces cinquante clones,
huit se sont avérés recombinants dont un seul dirigé dans le bon sens derriére le promoteur
CMV.

La déphosphorylation du vecteur nécessaire pour empécher la religation du vecteur sur lui-
méme lors de la ligation vecteur-cDNA, semble étre 1'étape limitante dans les différentes
expériences réalisées: une déphosphorylation incompléte entrainant une religation du vecteur
sans avoir inséré le cDNA; au contraire, une mauvaise inactivation de la phosphatase alcaline
apres 1'étape de déphosphorylation, empéche toute ligation de se réaliser. C'est pourquoi, nous
n'avons pas obtenu un bon taux de recombinaison quel que soit le protocole utilisé.

Malgré tout, nous avons réussi a obtenir un vecteur recombinant pcDNAI-HepG2, o le cDNA
de la GGT était orienté dans le bon sens de transcription a partir du promoteur CMV. Ce
vecteur recombinant aprés amplification et linéarisation, sera cotransfecté, avec pMAMneo lui
aussi linéarisé, par électroporation dans les cellules CHO.
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Figure 1.15: construction du vecteur recombinant pcDNAI-GGT: le plasmide
contenant le cDNA codant pour la GGT de I'hépatome humain a été digéré par
EcoRI. Le fragment obtenu a été alors sous cloné derri¢re le promoteur de
cytomegalovirus dans le vecteur d'expression eucaryotique pcDNAI
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ANNEXE 2 L'électroporation et [es cellules CHO:

1. Optimisation de la transfection des cellules CHO par
electroporation.

L'étude des conditions optimales de transfection par électroporation nécessiterait, en toute
rigueur, la détermination du taux de transfection de la lignée cellulaire considérée en fonction
des différents paramétres d'électroporation (voltage, nombre d'impulsions, durée des
impulsions, température...), le taux de transfection étant calculé apreés sélection adéquate c'est a
dire aprés 15 jours de culture sur milieu sélectif dans notre cas. De plus, des quantités
importantes de vecteurs sont nécessaires pour une transfection (de I'ordre de 10 4 100 pg de
vecteurs linéarisés). C'est pourquoi, une étude compléte pour la détermination des conditions
optimales de transfection prendrait un temps et une quantité de matériel génétique considérables.

Une approche différente a donc été réalisée, qui consiste & étudier la capacité proliférative des
cellules ainsi que leur perméabilité & un colorant (le bleu Trypan) aprés électroporation afin
d'évaluer l'influence des impulsions électriques sur les cellules CHO. Un compromis entre une
perméabilisation convenable et la survie d'un nombre suffisant de cellules devra €tre trouvé.
Cette étude, qui nécessite beaucoup moins de temps qu'une transfection, permettra d'éliminer
les conditions trop drastiques ou, au contraire, les conditions qui ne perméabilisent pas assez
les cellules.

Des transfections parall¢les seront réalisées pour vérifier si une corrélation existe entre
perméabilité cellulaire et efficacité de transfection.

L'appareil utilisé est un électroporateur de marque Apelex permettant de régler l'intensité du
champ électrique entre 0,9 et 9kV/cm (la distance entre les €lectrodes est de 6mm; l'intensité
effective du champ varie donc entre 540 et 5400V), le nombre d'impulsions (entre 1 et 15) et le
temps entre chaque impulsion (de 1 & 9 secondes). 1 est, de plus, possible de choisir entre des
capacités mobiles permettant de modifier la constante de temps des impulsions jusqu'a 35 ps.
La décharge est de type exponentiel.

La membrane des cellules CHO est imperméable au Bleu Trypan. La perméabilisation
induite par le champ électrique peut donc étre quantifiée par le pourcentage de cellules colorées
aprés un traitement de 20 minutes avec ce marqueur & 4°C; cette perméabilité transitoire étant
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maintenue stable a cette température (TEISSIE et al,1987). La réversibilité de cette
perméabilisation est vérifiée par le méme critére aprés des incubations & 37°C. Le pourcentage
de cellules perméablisées transitoirement est obtenu par la différence entre le pourcentage de
cellules bleues apres électroporation et le pourcentage de cellules mortes (cellules bleues apres
réversion de la perméabilité).

La figure 1.16 schématise le plan d'expérience de cette étude. Il consiste, dans un premier
temps, a électroporer les cellules CHO et 2 évaluer le pourcentage des cellules perméabilisées, 2
I'aide d'un colorant (le bleu Trypan). Le pourcentage de cellules mortes est en parallele
déterminé (pourcentage de cellules irréversiblement perméabilisées qui intégrent le bleu Trypan
apres réversion de la perméabilité, par une incubation & 37°C). Dans un deuxiéme temps, la
capacité proliférative des cellules apres électroporation est déterminée, apres culture en flacons
statiques pendant 48 h. L'ensemble de ces informations devrait permettre de repérer les
conditions d'électroporation qui ne permettent pas d'obtenir un bon pourcentage de cellules
perméabilisées ou qui diminuent de fagon importante la capacité de prolifération des cellules.
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figure 1.16 : plan d'expérimentation pour la détermination du pourcentage de cellules
perméabilisées transitoirement (par un colorant), de la mortalité et de la capacité de prolifération
de cellules, soumises a électroporation.
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conditions expérimentales: 5 impulsions a 5 secondes d'intervalle
constante de temps : 30 us (196n¥F)
intensité du champ électrique de 1 a 9 RV /cm
milieu d'dectroporation: PBS sans CaZ* ni Mgt

La figure 1.17 regroupe les résultats obtenus pour cette étude de perméabilité et de
capacité de prolifération cellulaire en fonction du champ appliqué.

La figure 1.17.(a) représente le pourcentage de cellules totales perméabilisées ainsi que le
pourcentage de cellules irréversiblement endommagées et donc mortes, en fonction du voltage
appliqué. La différence entre ces deux courbes correspondant donc au pourcentage de cellules
réversiblement perméabilisées.

Au dessous de 3 kV/cm, moins de 50% de cellules sont perméabilisées; elles le sont
toutes de fagon transitoire et récupérent leur imperméabilité au Bleu Trypan aprés 30 minutes
d'incubation a 37°C.

A partir de 6kV/cm, 70 2 80% de la population cellulaire est perméabilisée transitoirement mais
la mortalité augmente aussi de 5 4 20% entre 6 et 9 kV/cm. A 9 kV/cm, 100% des cellules sont
perméabilisées, mais 20% le sont irréversiblement.

Des méthodes ont ét€ mises au point pour mesurer la viabilité cellulaire résiduelle et
l'activité métabolique en fonction des tensions de charge appliquées. Le principe repose sur la
faculté qu'ont les cellules vivantes de transformer un sel de tétrazolium incolore (MTT) en un
dérivé formazan coloré (MOSSMAN, 1983).

Nous avons préféré étudier la viabilité cellulaire aprés 48h de culture afin de vérifier si le choc
engendré par les impulsions électriques n'affectait pas la croissance 2 plus long terme.

L'étude de la capacité proliférative apres 48 h de culture permet ainsi de vérifier si la réversion
de la perméabilité est suffisante pour qu'une cellule soit toujours viable en culture.

La figure 1.17.(b) montre la perméabilité transitoire ainsi que la capacité de prolifération
exprimée en nombre de cellules €électroporées vivantes aprés 48 h de culture par rapport au
nombre de cellules d'un témoin, dans les mémes conditions expérimentales (2 part le traitement
électrique). Cette capacité de croissance aprés le choc €électrique est déterminée par la moyenne
des comptages de trois boites de culture pour chaque condition d'électroporation.
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On remarque une décroissance progressive de la survie cellulaire en fonction de l'intensité

du champ électrique imposé, bien que le pourcentage de cellules viables reste toujours supérieur
a 50%. Les cellules CHO semblent étre particulierement résistantes par rapport a d'autres
cellules (RNUTSON et al, 1987).
Au dessus de 6 kV/cm, la perméabilité n'est augmentée au maximum que de 5% alors que le
taux de survie chute de 70% (2 6 kV/cm) a4 55% (9 kV/cm). Le champ €lectrique de 6 kV/cm
semble €tre une limite au dessus de laquelle on n'améliore pas la perméabilité cellulaire tout en
augmentant le stress cellulaire et l'incapacité de ces cellules & survivre en culture. La figure
1.17.(c) montre qu'une amélioration légére de la perméabilité au dessus de 75% s'accompagne
d'une chute brutale de la capacité de prolifération de ces cellules. Ce seuil critique correspond a
6kV/cm.

Une étude réalisée sur des cellules CHO (ZERBIB et al ,1985) montrait un taux de
transfection optimal pour 3 impulsions & 50nF et 4 6 kV/cm dans un tampon HBS (140mM
CaCl2; 0,75mM Na2PO4; 25mM HEPES). Cependant, ces conditions opératoires ne sont pas
comparables aux notres car réalisées avec une décharge de forme vague "carré".

Corrélation viabilité et taux de transfection:

la viabilité est trés variable d'un type cellulaire a un autre et il est trés difficile de corréler le taux
de transfection optimal avec le taux de survie et le taux de perméabilité. Des cellules 721
(transfectées avec I'antigéne T de SV40) présentaient un taux optimal d'expression de I'antigéne
T pour un taux de survie supérieur a2 50% (aprés 24 h de culture); des cellules Hep 2, dans les
mémes conditions d'électroporation, présentaient un taux optimal de transfection pour un taux
de survie inférieur & 50% (KNUTSON et YEE, 1987).

D'autres auteurs (ANDREASON et EVANS, 1988), obtiennent un taux de transfection optimal
pour une viabilité cellulaire (aprés une semaine de culture) inférieure & 20% pour des cellules de
neuroblastomes de rat. TATSUKA et al (1988) obtiennent, eux, un taux de transfection optimal
avec 30% de viabilité pour des cellules BALB/C 3T3.

De tous ces résultats , il apparait que la capacité proliférative des cellules CHO reste convenable
(supérieure 2 50%) quelle que soit I'intensité du champ électrique imposée, mais que leur
capacité a proliférer commence a chuter de fagon importante au dessus de 6 kV/cm. Au dessous
de 3 kV/cm, la perméabilité reste inférieure & 50% et sera considérée comme insuffisante. Pour
les expériences suivantes, l'intensité du champ électrique sera imposée a 6 kV/cm, qui semble
étre un bon compromis entre une bonne perméabilité transitoire et une bonne survie cellulaire.
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Figure 1.17: représentation du pourcentage de cellules perméabilisées, de la mortalité (a),

de la perméabilité transitoire et de la ¢

apacité proliférative (b) ainsi que que la détermination du

seuil critique (c) en fonction du voltage appliqué. Le plan d'expérimentation est schématisé sur

la figure 1.16.
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conditions experimentales: S impulsions a 5 secorules d'intervalle
constante de temps :de 5 6 35 ps (40 - 196 n¥F)
intensité du champ électrique: 6 RV/om

milieu d'électroporation: PBS sans Ca?t ni Mg2*

La figure 1.18 résume 'ensemble des résultats obtenus pour le taux de perméabilisation et
la capacité proliférative des cellules en fonction de la capacité choisie, déterminant la constante
de temps ou durée de I'impulsion.

Comme le montre la figure 1.18 (a), I'augmentation de la constante de temps a pour effet
d'augmenter la perméabilité des cellules CHO de fagon presque linéaire entre 5 et 35 ps. En
dessous de 20 ps, quelle que soit la constante de temps appliquée imposée 100% des cellules
retrouvent leur imperméabilité aprés incubation & 37°C. La mortalité, aprés traitement électrique
a 6kV/cm, commence a étre détectable pour des impulsions d'une durée supérieure a 20 ys.

La capacité de prolifération des cellules aprés 48 h de culture (figure 1.18b) chute linéairement
au dessus de 14 pis, mais est toujours supérieure 8 60% quelle que soit la constante de temps
entre 5 et 35 ps. Le tracé de la perméabilisation transitoire montre une augmentation de celle-ci
de fagon quasi linéaire lors de l'augmentation de la constante de temps pour des valeurs
supérieures & 14 Us. La représentation 3c illustre bien qu'une augmentation de la perméabilité
s'accompagne d'une chute parall¢le de la capacité de prolifération des cellules. Dans ces
conditions expérimentales, une augmentation de la constante de temps au dessus de 50 ps,
entrainerait probablement une diminution de la capacité proliférative (inférieure a 50%), sans
améliorer pour autant la perméabilité transitoire des cellules.

Les conditions utilisées lors de cette expérience ne permettent pas d'éliminer des
constantes de temps entrainant une perte trop importante de la capacité proliférative (toujours
supérieure & 60%). Par contre, pour des capacités inférieures & 88 nF (c'est-a-dire pour des
constantes de temps inférieures & 14 ys), on obtient des perméabilités transitoires inférieures a
50% qui seront considérées comme insuffisantes et écartées. Nous retiendrons pour les autres
expériences une constante de temps de 30 ps qui semble étre un bon compromis entre
perméabilisation transitoire de 70% et capacité proliférative de 70%.

Un certain nombre de travaux ont rapporté des études sur l'influence de la constante de temps
sur le taux de transfection. Les premiers travaux faisaient état d'impulsions de 'ordre de la
microseconde 2 des intensités de champ électrique élevées de l'ordre de 1 3 9 kV/cm
(NEUMANN et al, 1982; TONEGUZZO et al, 1986; TATSUKA et al, 1988). Dans ce cas, les
constantes de temps €taient comprises entre 5 et 50 ps. Avec I'évolution de cette technique
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Figure 1.18: représentation du pourcentage de cellules perméabilisées, de la mortalité (a),
de la perméabilité transitoire et de la capacité proliférative (b) ainsi que que la détermination du
seuil critique (c) en fonction de la constante de temps. Le plan d'expérimentation est schématisé
sur la figure 1.16.

-145-



d'électroporation, la tendance consiste a utiliser des champs plus faibles (400-1000 V/cm) avec
des constantes de temps de 1'ordre de la milliseconde (CHU et al, 1987; KNUTSON et YEE,
1987; BARSOUM, 1990).

La forme de la décharge (exponentielle ou carrée) a également été testée (ZERBIB et al, 1985;
HAMA-INABA et al, 1986), mais aucune conclusion sur l'efficacité de transfection suivant la
forme de la décharge n'a pu étre tirée. Mais, dans la majorité des cas, c'est la décharge
exponentielle qui est préférée pour des raisons de simplicité et de cofit de matériel.

conditions expérimentales: entre 1 et 10 impulsions(S secondes d'intervalle)
constante de temps : 30 us (196 n¥)
intensite du champ électrique: 6 RV/cm
milieu d'électroporation: PBS sans CaZ* ni Mg2*

La figure 1.19 regroupe I'ensemble des résultats obtenus pour la perméabilité, la mortalité

et la capacité de prolifération des cellules CHO apres une ou plusieurs impulsions électriques;
cette multiplication d'impulsions pouvant étre assimilée & une addition de constante de temps
donnant globalement une constante de temps plus longue.
La figure 1.19 (a) montre une augmentation du pourcentage de cellules perméabilisées en
fonction du nombre d'impulsions, mais surtout une augmentation brutale de la mortalité jusqu'a
30% des cellules soumises a dix impulsions, alors que cette mortalité n'était que de 5% pour
trois et cinq impulsions. On peut également remarquer que, dés la premiere impulsion, presque
70% des cellules sont perméables au colorant. Cependant, 1a perméabilité transitoire maximale
est obtenue pour 5 impulsions (figure 1.19 (b)) avec une capacité de prolifération supérieure
70%; cette derniere chute en dessous de 50% pour 10 impulsions successives. La figure 1.19
(c) indique une perméabilité maximale pour une capacité proliférative des cellules de 75%,
correspondant & 5 impulsions. Une addition de 10 impulsions, équivalente & une constante de
temps cumulée de 300 s, semble Etre trop drastique pour les cellules CHO, a ce voltage élevé
utilisé.

En général, pour des intensités de champs électriques comprises entre 400 et 1000 V et
des constantes de temps de l'ordre de la milliseconde, une seule impulsion est réalisée
(références). Pour des conditions expérimentales proches de celles utilisées dans notre travail,
les avis divergent: certains préconisent une seule impulsion (référence); d'autres multiplient les
impulsions. Les premiéres expériences réalisées sur I'électroporation de cellules animales
(NEUMAN et al, 1982) sur des cellules de souris LTK" utilisaient une série de trois impulsions
a 8 kV/cm avec une capacité totale de 21 nF (correspondant a une constante de temps de 5,4

-146-




2

100
g\g 80 4 - 80
2= T — i Y
-é'g 60 - perméz.xblhté 60 8
&‘GE) * mortalité :g @
Sz 40 - 40 &
- Y §
5> 1 S
°8 20- 20 E
28
8-8 0 T T T AR | 4 0

0 2 4 6 8 10 12
nombre d'impulsions

100

T3 100
80 -+ - 80
60 - 60

—8— prolifération - 40
——&—  permeabilité}- 5,

Ldomad

N
[—]
capacité proliférative
(%)

pourcentage cellules
perméabilisées transitoirement
o
<@

by of Y 1 T 1 T i ¥ i ¥ i ¥ 0
0 2 4 6 8 10 12
nombre d'impulsions

100 B
2 ]
; P
s ¥ “
= 70 4 seuil critique
g;& . (1 impulsion) @
\;g A d 60 -
g 50
Q -
T
0 20 40 60 80 160
permeabilité
(%)

Figure 1.19: représentation du pourcentage de cellules perméabilisées, de la mortalité (a),
de la perméabilité transitoire et de la capacité proliférative (b) ainsi que que la détermination du
seuil critique (c) en fonction du nombre d'impulsions. Le plan d'expérimentation est schématisé
sur la figure 1.16.
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ps). Ce nombre d'impulsions a été repris par d'autres auteurs (ZERBIB et al, 1985) sur
d'autres cellules (cellules CHO et C1D), dans des conditions d'électroporation similaires. Un
nombre supérieur d'impulsions a également ét€ testé et a donné de bons résultats.

D'apres les différents travaux réalisés dans la littérature, il est difficile de trancher sur le
nombre d'impulsions nécessaire pour obtenir une bonne transfection. Notre étude permet de
voir que 70% des cellules sont perméabilisées transitoirement aprés une seule impulsion, mais il
n'est pas possible de dire si cette impulsion sera suffisante pour créer des pores de tailles
adéquates pour la pénétration de ' ADN dans les cellules. C'est pourquoi, nous avons décidé de
réaliser une transfection dans les mémes conditions expérimentales que l'expérience de
perméabilisation en fonction du nombre d'impulsions. Le vecteur pMAMneo linéarisé a été
transfecté dans les conditions décrites dans le chapitre Matériels et Méthodes (A.IV). Apres
électroporation, les cellules sont ensemencées dans des boites de culture et la sélection débute
48 h apres la transfection par addition de G418 dans le milieu de culture. Le mileu est renouvelé
tous les trois jours pendant quinze jours; les clones sont alors fix€és, colorés et dénombrés afin
de déterminer le taux de transfection suivant le nombre d'impulsions.

Les résultats obtenus sont tracés sur la figure 1.20.

Nous pouvons noter un taux de transfection maximal de I'ordre de 1,7.10-3 pour cing
impulsions comme le prédisait I'étude sur la perméabilisation des cellules CHO. De plus, il
semblerait qu'une seule impulsion permette de perméabiliser les membranes des cellules vis-a-
vis du colorant de fagon satisfaisante, mais le taux de transfection obtenu est relativement faible
de l'ordre de 3.10-4. L'augmentation du nombre d'impulsions n'améliore guére le pourcentage
de cellules perméabilisées, mais augmente le taux de transfection de maniére significative.

Par ailleurs, il existe des électroporateurs plus récents (Cellject commercialisé par Eurogentec)
qui programment deux impulsions automatiquement: une premi¢re impulsion bréve (quelques
us) a haut voltage pour perméabiliser la cellule suivie d'une deuxi¢me impulsion plus longue
(quelques ms) mais a voltage plus faible pour permettre & ' ADN de migrer vers l'intérieur de la
cellule. L'appareil d'électroporation dont nous disposons ne permet pas une telle
programmation, mais la multiplication du nombre des impulsions, dans la mesure ot elle
n'affecte pas trop la capacité de prolifération des cellules, doit en fait jouer le méme role que
cette succession de deux impulsions et favoriser la pénétration de ' ADN.
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figure 1.20: taux de transfection et pourcentage de cellules perméabilisées transitoirement
en fonction du nombre d'impulsions; les conditions d'électroporation sont de 6 kV / cm;
constante de temps de 30 ps; la transfection s'effectue avec 20 pg de vecteur pMAMneo
linéarisé comme décrit dans le chapitre Matériels et Méthodes.

1.5 Condlusion

11 est bien siir impossible & partir de cette étude de déterminer les conditions précises pour
obtenir un taux de transfection optimal, mais elle permet d'éliminer certaines conditions limites
d'électroporation, notamment celles qui ne permettent pas une perméabilisation suffisante des
cellules ou qui sont trop néfastes pour la capacité de prolifération des cellules. Les cellules CHO
semblent étre des cellules particuliérement résistantes aux impulsions €lectriques et seule la
condition opératoire de dix impulsions (constante de temps de 30 ps; voltage de 6 kV /cm) a
donné une capacité proliférative inférieure &8 50% aprés 48 h de culture, sans améliorer la
perméabilité transitoire des cellules et sera considérée comme trop drastique: le taux de
transfection pour cette condition, confirme les résultats obtenus pour la capacité proliférative et
la perméabilité des cellules CHO.

L'étude de la perméabilité transitoire couplée 2 I'étude de la capacité proliférative nous a permis
cependant, de cerner les conditions qui devraient étre favorables & une bonne perméabilisation
tout en maintenant un capacité de prolifération suffisante des cellules en culture. Ces conditions
sont les suivantes:

- voltage: entre 3et9 kV /cm.

- une constante de temps comprise entre 14 et 35 ps

- une succession de cing impulsions.
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2. Comparaison de [a transfection de cellules CHO par [a
technique au phosphate de calcium et par électroporation.

Afin d'évaluer 'efficacité de transfection par €lectroporation, nous avons testé une autre
technique de transfection et comparé leur taux de transfection respectif. Nous avons choisi la
technique au phosphate de calcium, qui est la technique la plus couramment utilisée et qui ne
nécessite pas d'appareillage spécifique. Les avantages et les inconvénients de ces deux
techniques sont explicités dans le chapitre Bibliographie.

21 Lila . I 3

Le protocole utilisé est celui détaillé dans le chapitre Matériels et Méthodes. La
transfection a été réalisée avec le vecteur pMAMneo préalablement linéarisé par I'enzyme de
restriction Nhel. 20 pg de ce vecteur linéarisé sont employés pour obtenir le précipité phosphate
de calcium-vecteur qui est mis en contact avec le tapis cellulaire. La sélection est réalisée avec
400 pg/ml de Généticine additionnée au milieu de culture (voir annexe 3 pour la détermination
de la concentration adéquate d'antibiotique). Les clones obtenus sont fixés, colorés et
dénombrés aprés quinze jours de sélection. Le taux de transfection est déterminé par le rapport
entre le nombre de clones résistants au G418 aprés deux semaines de sélection et le nombre de
cellules initialement mis en contact avec le précipité. Dans le cas de I'électroporation, le
protocole exact est défini dans le chapitre Matériels et Méthodes et le taux de transfection
correspond au rapport du nombre de clones résistants au G418 et du nombre de cellules
initialement électroporées.

2.2. resultats:
2.2.1. transfection par la technique au phosphate de calcium,
Cette expérience a ét€ réalisée a partir de 9 boites de culture différentes ensemencées au
jour j-1 a raison de 5.107 cellules par bofte de 25 cmZ2. Au jour j de la transfection, trois boites
sont trypsinées et comptées; les six autres sont mises en contact avec les précipités de phosphate

de calcium et le nombre de clones aprés sélection sera déterminé pour chacune de ces six boites.
Les résultats obtenus sont représentés dans le tableau suivant:
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nombre de nombre de clones taux de taux de
cellules / boite par boite transfection transfection
moyen

boite 1 1. 106 - - -
boite 2 1,4 -100 - - -
boite 3 1,2.100 - - -
boite 4 9 7,5.10-6
boite 5 4 33.106
boite 6 5 4.10°6 4.106
boite 7 0 0
boite 8 9 7,5.10°6
boite 9 1 8,3.106

boite 10 témoin 0 0 0

sans vecteur

Tableau I.D: résultats obtenus lors de la transfection de cellules CHO par la technique au
phosphate de calcium

Par la technique au phosphate de calcium, une moyenne de 4 - 10-6 a été obtenue pour le taux
de transfection. Celui-ci sera comparé ultérieurement avec celui obtenu lors de transfection par
électroporation.

2.2.2. transfection par électroporation.

Des cellules CHO (1.107 cellules) sont soumises & 1 ou 5 impulsions de 30 ps avec des
voltages différents (3, 6, 9 kV / cm). Les taux de transfection ont été déterminés comme décrit
précédemment aprés quinze jours de sélection dans du milieu additionné de 400 pg / ml de
G418. Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau et correspondent aux taux de
transfection moyens calculés sur trois boites de culture distinctes.

3kV/cm 6kV/cm 9kV/cm
1 impulsion 1,2 104+ 3.105 3,5.104+ 2,5.104 5.104 +£2.104
5 impulsions 2.104 + 1.10e-4 1,5.10-3+ 1,5.104 2.10-3+ 5.104

Tableau LE: taux de transfection de cellules CHO par électroporation en fonction du nombre
d'impulsions et du voltage appliqué. Les résultats coorespondent a la moyenne obtenu sur trois
boites de culture.
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Ces résultats montrent des taux de transfection supérieurs par la technique
d'électroporation comparés a ceux obtenus par la technique au phosphate de calcium. Le taux de
transfection maximal correspond & 5 impulsions de 9 kV / cm avec une constante de temps de
30 us. La technique d'électroporation permet donc d'améliorer considérablement le taux de
transfection par rapport a une technique telle que le phosphate de calcium d'un facteur 100 (taux
de transfection obtenu: 4.10-6); de plus, cette technique est rapide, simple et reproductible. La
variabilité des taux de transfection obtenue est davantage liée a I'état physiologique des cellules
au moment de 1'électroporation; il est important de réaliser la transfection avec des cellules en
phase exponentielle de croissance. L'inconvénient majeur de cette technique est la mise au point
préalable des conditions de transfection; mais, une étude simple comme celle présentée
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