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La pathologie des insectes
au service du génie génétique

Les premieres productions de pro-
téines humaines d’intérét biologique
ou thérapeutique par génie généti-
que ont fait appel a des vecteurs
d’expression dans lesquels le géne a
exprimer est inséré. Cette construc-
tion est intégrée dans une cellule
bactérienne hote, dont on utilise la
machinerie de synthése de protéi-
nes. A l'usage, cette ére de «la
bactérie au service de I’homme » a
cependant révélé ses limites :

® La protéine étrangére peut étre
dégradée dans la bactérie, obligeant
a des moyens détournés de protec-
tion (protéines de fusion, bactéries
mutantes...).

® La protéine synthétisée reste le
plus souvent séquestrée dans des
inclusions, nécessitant une extrac-
tion dénaturante et une renatura-
tion laborieuse dans le but de lui
restituer une structure tertiaire
fonctionnelle.

® Les cellules procaryotes ne réali-
sent pas les étapes de maturation
des protéines fonctionnant chez les
eucaryotes (coupures sélectives,
hydroxylations, glycosylations,
phosphorylations...).

® Les processus d’assemblage post-
traductionnel des polypeptides
synthétisés dans les cellules eucaryo-
tes mettent en jeu une machinerie
complexe impliquant des protéines
spécifiques (chaperons) qui partici-
pent au transfert transmembranaire
et au guidage des réactions néces-
saires au repliement et au compac-
tage corrects des chaines peptidi-
ques (ponts disulfures, isomérisation
des prolines...).

Pour toutes ces raisons, 1’utilisation
de cellules eucaryotes comme hote
d’expression génétique apparait sou-
haitable. Cependant, pour étre
maintenues en culture de masse, ces
cellules doivent étre « immortali-
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Tableau |

QUELQUES PROTEINES RECOMBINANTES OBTENUES DANS
LE SYSTEME DE CELLULES D'INSECTES INFECTEES PAR LE BACULOVIRUS

Géne Protéine Production Propriétés Références
(PM) par litre de biologiques
(kDa) cellules SF9
AcNPV 29 1 000 mg phosphorylée (2]
polyhédrine localisation nucléaire
c-myc 64/61 1 mg antigénique,
humain phosphorylée (6]
localisation nucléaire
Interféron « 19,5 0,3 mg activité interféron « (7]
humain antigénique, peptide
signal clivé, sécrété
Interféron 8 17/20,5 — activité interféron 3, [8]
humain antigénique, glycosylé,
peptide signal clivé,
sécrété
Enveloppe 150/120 - antigénique glycosylée, [9]
du HIV protéolysée
Interleukine-2 16/15,5 1 mg activité interleukine-2 [10]
humaine antigénique, peptide
signal clivé, sécrété
Domaine 23
kinase 66 2,5 mg activité tyrosine kinase, [11]
du récepteur antigénique
de I'EGF
Isoforme y de 82-84 5 a activité kinase, [12]
la protéine 15 mg antigénique, soluble
kinase C
Ha-ras-p21 21 20mg activité antigénique, [13])
membranaire, palmitoylée
Domaine 48 4 mg activité kinase soluble, [14}

cytoplasmique
du récepteur
de l'insuline
humaine

antigénique
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sées », par exemple par des virus.
Les produits émanant de telles cellu-
les posent des problémes quant a leur
garantie d’inocuité et leur acceptation
comme agent thérapeutique.
Dans ce contexte, la production de
protéines recombinantes dans des cel-
lules eucaryotes d’insectes, sous le
contrdle d’un virus spécifique (bacu-
lovirus) constitue un nouveau
systeme dont les avantages devraient
entrainer une large utilisation [1]. Il
permet la production abondante de
protéines recombinantes, procaryotes
ou eucaryotes, qui possédent des pro-
priétés antigéniques, immunologiques
et fonctionnelles identiques a celles
des protéines naturelles (Tableau I).
De plus, les baculovirus ne sont
pathogénes ni pour les vertébrés, ni
pour les plantes.
Autographa californica nuclear polyhedro-
sis virus (AcNPV) [2] est le virus pro-
totype de la famille des baculovirus
qui peuvent infecter plus de
30 especes d’insectes lépidopteres
(figure 1). Au cours de l’infection,
deux formes de virus sont produites
par les cellules cibles : des particules
virales extracellulaires (PVE) et des
occlusions virales (OV) (figure 1). Ces
derniéres (polyheédres), sont consti-
tuées de la particule virale entourée
d’une coque protéique formée en
majorité de polyhédrine. Dans les
cultures de cellules d’insecte infectées,
la polyhédrine (PM 29 kDa) s’accu-
mule jusqu’a des concentrations de
I’ordre de 1 mg/ml pour 10° cellules
infectées, ce qui représente alors plus
de 50 % des protéines totales de la
cellule.
Le géne de la polyhédrine n’est pas
essentiel pour la réplication ou la
production de particules virales extra-
cellulaires [3]). Il est deés lors possible
de le modifier par I’insertion de
génes étrangers. Cette insertion,
entre les régions régulatrices du geéne
de la polyhédrine, conduit a la pro-
duction de virus sans occlusion
(OCC-) qui forment des plages de
lyse visuellement trés différentes de
celles du type sauvage a occlusion
(OCC+). Cette différence d’aspect
des plages de lyse constitue un
moyen visuel simple pour trier et iso-
g ler les virus recombinants.
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Ces virus recombinants sont obtenus
en trois étapes (figure 2) [4, 3].

1. Insertion du géne a exprimer
dans un vecteur de transfert bacté-
rien (pUCS8). L’insertion se fait au
niveau d’un site de restriction
entouré de séquences virales enca-
drant le promoteur de la polyhédrine.
2. L’ADN du baculovirus et le vec-
teur de transfert sont cotransfectés
dans les cellules d’insectes SF9 (cel-
lules ovariennes provenant de Spodop-
tera frugiperda) par la technique au
phosphate de calcium. Au cours de
cette étape, une recombinaison
homologue permet la production
d’un ADN viral recombinant porteur
du géne a exprimer.

3. Cette recombinaison est un évé-
nement rare et il est nécessaire de
purifier le virus recombinant. Cela se
fait par infections successives des cel-

lules SF9 et identification visuelle des
plages de lyse OCC-. Générale-
ment, aprés trois ou quatre cycles
d’enrichissement, le virus sécrété est
pur, prét a étre utilisé pour infecter
en masse des cellules SFO.
L’utilisation de ce systéme d’expres-
sion a déja permis d’obtenir un cer-
tain nombre de protéines recombi-
nantes eucaryotes (Tableau I). Le fac-
teur de croissance interleukine 2 et
Pinterféron o et 8 [7, 8, 10] sont
synthétisés et sécrétés sous une forme
fonctionnellement active ; la produc-
tion du domaine catalytique du
récepteur du facteur de croissance
EGF [11] et de la protéine kinase
C [12] a permis I'obtention de ces
deux protéines kinases pleinement
fonctionnelles.

Un intérét supplémentaire de cette
technique est le relatif faible coiit des
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Figure 1. Dans I'environnement naturel, une larve d’insecte sensible au
baculovirus est susceptible d’ingérer des occlusions virales contenues
dans sa nourriture. Les cristaux de polyhédrine constituant ces occlusions
se dissolvent dans l'intestin du lépidoptére, libérant les particules virales infec-
tieuses qui envahissent alors les cellules intestinales. Une fois dans les noyaux
cellulaires, I’ADN viral commence a se répliquer dés six heures aprés l'infec-
tion. Entre 10 et 12 h, les premiéres particules virales extracellulaires quittent
la cellule pour infecter les cellules voisines. Plus tard (18-24 h), la synthése
énorme de polyhédrine permet l'insertion des particules virales dans des occlu-
sions protéiques. Ces occlusions, en s’accumulant dans la cellule jusqu’a sa
lyse (3-4 jours), jouent un réle important dans le cycle naturel du virus : quand
les larves infectées meurent, des millions de cristaux de polyhédrine sont libérés

des tissus en décomposition.
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Figure 2. Schéma représentant le processus de clonage d’un géne a expri-
mer dans I’ADN viral. Un fragment d’ADN approprié du géne est inséré dans
un vecteur de transfert dans la bonne orientation en aval du promoteur de
la polyhédrine. Des cellules d’insecte (SF9) en culture sont transfectées avec
un mélange d’ADN viral et de vecteur de transfert. Au cours de cette trans-
fection, une double recombinaison homologue se produit, entrainant la forma-
tion d’ADN viral dans lequel le géne de structure de la polyhédrine a été rem-
placé par le géne a exprimer.
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milieux de culture récemment déve-
loppés qui, sans adjonction de sérum,
permettent la prolifération des cellu-
les d’insectes, la réplication des virus
et I’expression des protéines recom-
binantes de fagon satisfaisante. Enfin,
les cellules SF9 utilisées proliferent en
suspension, permettant leur culture
en fermenteur et une application a
une échelle industrielle [3].

Les recherches en cours visent a opti-
miser le lieu d’insertion du géne a
exprimer dans le vecteur de transfert
en vue d’augmenter le taux d’expres-
sion de la protéine [4]. On peut ima-
giner qu’a terme, une manipulation
directe de I’ADN du baculovirus
(= 130 kb) permettra d’éviter I’étape
de recombinaison réciproque actuel-
lement utilisée pour la construction
du vecteur. La méthode est appliquée
dans notre laboratoire en vue d’obte-
nir une protéine kinase eucaryote oli-
gomérique fonctionnelle : la caséine
kinase II (CKG), formée de deux
sous-unités différentes, de stoéchio-
métrie a,B3, [15] B
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