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Repliement

et production
de protéines
recombinantes
Jean-Michel Betton, Alain Chaffotte

> La production de protéines recombinantes
est une biotechnologie qui entre dans une phase
de maturité, entrainant ainsi un essor de la pro-
duction industrielle. Cependant, le processus
de conversion systématique de I’information
génétique en protéine biologiquement active
se heurte au probleme fondamental du replie-
ment cellulaire des protéines: de nombreuses
protéines recombinantes ne sont pas produites
dans leur état natif, et s’agregent dans un état
biologiquement inactif. Bien que ce phénomeéne

d’agrégation présente certains avantages pra- Unité de repliement et
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d’intervenir en amont en optimisant les condi-
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de choix pour produire une protéine recombinante.

miser ce probleme au sein des cellules. Dans ce s _ ) _ _
Cette position dominante découlait essentiellement de
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certainement le développement des méthodes de production, de sa génétique trés étudiée, et des

génétiques permettant le criblage a haut débit
des protéines correctement repliées dans la
cellule. <

Avec I'essor du génie génétique au début des années
70 est apparue la possibilité de programmer une cel-
lule pour synthétiser des protéines d’intérét. Ainsi, au
début des années 80, I'insuline fut la premiére protéine
recombinante humaine produite dans une bactérie [1].
Aujourd’hui, I’ére du post-génome a profondément
modifié ce domaine, qui ne se limite plus a quelques pro-
téines d’intérét pharmaceutique, mais implique toutes
les sciences du vivant ou I’étude simultanée de plusieurs
centaines de protéines est nécessaire [2]. Cependant, la
conversion de I'information génétique en une protéine
biologiqguement active, tant pour la découverte de fonc-
tions inconnues que pour I'identification de nouvelles
cibles thérapeutiques, reste un défi d’actualité [3].
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regles de sécurité imposées pour la manipulation de
I’ADN recombinant. Actuellement, avec le développe-
ment des technologies de cultures cellulaires a grande
échelle, environ 60 % a 70 % des protéines d’intérét
pharmaceutique sont produites dans les cellules ani-
males. L'autre raison de ce changement est I’accrois-
sement de la demande pour les anticorps recombinants
humains ou humanisés [4], qui sont fréquemment peu
produits dans la bactérie.

Le choix du systeme d’expression est principalement
guidé par les modifications que la protéine doit subir
pour étre biologiquement active. Bien qu’il existe des
techniques permettant le transfert rapide des geénes
clonés entre différents systemes d’expression, le vec-
teur génétique, utilisé pour exprimer le géene recom-
binant, doit étre adapté a I’hdte choisi. De méme, il
est important de connaitre le compartiment cellulaire
dans lequel la protéine d’intérét se replie ou exerce
son activité biologique naturelle. Selon que cette
protéine est cytoplasmique, membranaire ou se replie
dans un compartiment extracytoplasmique (Figure 1),
le vecteur devra contenir des séquences spécifiques

ou
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permettant I'adressage correct de la protéine. A ce
stade, Putilisation d’outils informatiques prédictifs
facilite I’analyse de la structure primaire des protéines
en apportant des indications quant a sa localisation
cellulaire. Ainsi, la présence d’une hélice hydrophobe
indique que la protéine est insérée dans une membrane,
ou doit éventuellement la traverser au cours de sa biosynthese pour
atteindre un compartiment cellulaire différent du cytoplasme dans
lequel elle est synthétisée. La construction du vecteur génétique devra
donc tenir compte de tous ces éléments indispensables a I’adressage
correct de la protéine dans I’hote cellulaire, surtout en cas d’expres-
sion hétérologue. La glycosylation des protéines oriente, évidemment,
vers une production extracytoplasmique dans les systemes d’expres-
sion eucaryote bien documentés, comme les levures [5], les cellules
de mammiféres [6] ou encore les cellules végétales [7]. Cependant,
une modification post-traductionnelle souvent négligée au sein des
structures protéiques est la formation des ponts disulfures. Indépen-
damment du systéme utilisé, procaryote ou eucaryote, il n’est pas rare
de trouver dans la littérature des essais de production infructueux,
dans lesquels la protéine est produite dans un compartiment cellulaire
inapproprié ne permettant pas cette modification. La formation des
ponts disulfures est catalysée par un complexe enzymatique d’oxydo-
réductases présent dans un compartiment métaboliquement oxydant,
qui est soit le périplasme [8] pour les bactéries Gram-négative, soit
le réticulum endoplasmique [9] pour les cellules eucaryotes. Les pro-
téines possédant des ponts disulfures sont généralement actives dans
un milieu extracytoplasmique, et cette liaison covalente est le plus
souvent nécessaire a leur stabilité. Par conséquent, la production des
protéines a ponts disulfures dans I’environnement réducteur du cyto-
plasme conduit le plus souvent a des problemes de repliement.
A c6té du choix eucaryote versus procaryote, une troisiéme possibilité
a été apportée récemment par I’amélioration des systémes acellu-
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Figure 1. Voies de repliement cellulaire des protéines. Dans son contexte cellu-
laire, le repliement des protéines est plus complexe que dans un tube a essais.
La compartimentation cellulaire, qui est une source de complexité rarement
mimée dans les études de repliement in vitro, impose un contrdle précis du
repliement des protéines qui doivent s’insérer ou franchir une membrane lipidi-
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laires qui, fondés sur le couplage des réactions de
transcription et traduction in vitro, ont aujourd’hui des
rendements de synthése élevés [10]. Bien qu’ils soient
onéreux, ces systemes permettent la production de pro-
téines toxiques et offrent une flexibilité incomparable,
par rapport aux systemes cellulaires, pour manipuler les
paramétres d’expression [11]. Enfin, le choix d’un sys-
téme d’expression repose sur d’autres critéres comme
sa simplicité d’utilisation, le colt de production et de
purification de la protéine, la capacité de contrdler le
produit final et les modifications introduites, le temps
requis du clonage du géne a la protéine purifiée, et les
contraintes réglementaires.

Formation des corps d’inclusion

Pour remplir leur fonction, les protéines doivent adop-
ter une conformation tridimensionnelle précise, I’état
natif, acquise au cours du repliement cellulaire. La syn-
thése des protéines au niveau des ribosomes est un pro-
cessus universellement conservé, ce qui permet a une
bactérie de produire des protéines humaines [12], par
exemple. Cependant, de nombreuses protéines ne sont
pas produites dans leur état natif, mais s’agrégent dans
un état le plus souvent biologiquement inactif, que I’on
appelle corps d’inclusion. Ce phénoméne d’agrégation
est le principal obstacle a la production de protéines
et, contrairement a ce qui est couramment admis, la
formation des corps d’inclusion n’est pas I'apanage des
systemes bactériens, mais s’observe également dans
des cellules eucaryotes.

Le mécanisme moléculaire de "agrégation des protéines
recombinantes suggere que les chai-

nes polypeptidiques naissantes, adop- () m/s
tant des conformations partiellement :oz’l" 61,

repliées et instables (les intermédiaires
de repliement) (=), peuvent emprunter
deux voies alternatives et compétitives,
selon une partition cinétique [13]: le repliement cor-
rect, qui conduit a la forme native, ou le repliement
incorrect, qui conduit a I'agrégation. Les corps d’inclu-
sion sont des agrégats protéiques non ordonnés [14],
relativement homogenes et denses ; ils sont de plus en
plus considérés comme des systémes en équilibre dyna-
mique [15] entre association et dissociation d’espéces
partiellement ou incorrectement repliées (Figure 2). La
concentration tres élevée des chaines polypeptidiques
naissantes dans une cellule recombinante favorise les
réactions d’agrégation aux dépens de la réaction pro-
ductive vers I’état natif.

Dans le contexte cellulaire, le repliement est facilité
par un ensemble d’acteurs : les chaperons, qui assistent
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les étapes lentes de ce processus, les
oxydoréductases, qui catalysent la for-
mation des ponts disulfures, et les pep-
tidyl-prolyl isomérases, qui catalysent I'isomérisation
cis-trans des liaisons peptidiques [16]. €n agissant sur
les conformations intermédiaires, les protéines chape-
rons contr6lent directement le processus de repliement,
en collaboration avec les protéases cellulaires. €n effet,
les protéines incorrectement repliées sont également
les substrats cellulaires de systemes de dégradation
en assurant I’élimination rapide [17]. Dans certains
cas, I’agrégation résulte de la disponibilité limitée des
chaperons et induit une réponse au stress dans la cel-
lule qui produit des quantités non physiologiques d’une
protéine inutile. Cependant, la formation des corps
d’inclusion peut avoir un effet bénéfique en protégeant
la protéine recombinante de la dégradation par les pro-
téases cellulaires.

Renaturation des protéines in vitro

Bien qu’il n’existe pas d’approche universelle favorisant
le repliement correct des protéines qui s’agrégent, plu-
sieurs techniques permettant I'obtention d’une forme
native sont couramment utilisées, avec des taux de
succes tres variés. Parmi elles, on distingue celles qui
visent a renaturer la protéine in vitro a partir des corps
d’inclusion purifiés [18] et celles qui interviennent
directement sur I’expression cellulaire afin de minimiser
les réactions d’agrégation [19].

La purification des corps d’inclusion est rarement une
étape critique, dans la mesure ol ces agrégats sont
facilement isolés par centrifugation aprés lyse cel-
lulaire et contiennent la protéine recombinante a un
degré de pureté tres élevé. ’étape suivante de solubi-
lisation est en revanche souvent plus délicate, car elle
nécessite la dénaturation chimique complete de la pro-
téine agrégée par des dénaturants forts comme I'urée
8 M ou la guanidine 6 M, éventuellement en présence
d’un agent réducteur. Enfin, intervient I’étape critique
d’élimination du dénaturant qui, réalisée par dialyse ou
forte dilution, favorise la renaturation de la protéine. A
cette étape, certaines petites molécules peuvent étre
additionnées a la solution de renaturation, comme des
détergents, des alcools, des amides, ou de I'arginine
[20]. €n général, ces additifs, dont le mécanisme d’ac-
tion est souvent peu documenté, diminuent I’agrégation
des protéines en inhibant leurs interactions intermolé-
culaires. De méme, les parametres de température et de
concentration de protéine sont contrélés pour favoriser
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le repliement correct aux dépens de I’agrégation. Pour

les protéines possédant une séquence polyhistidine,

la chromatographie de chélation métallique constitue

un troisieme moyen permettant I’élimination du dénaturant tout en
maintenant la protéine fixée [18]. Cette méthode permet une sépara-
tion physique des protéines lors de la renaturation sur la colonne, et
limite donc les réactions d’agrégation.

Les inconvénients de ces diverses techniques de renaturation in vitro
sont souvent les faibles taux de renaturation obtenus, les difficultés
d’optimisation des conditions expérimentales spécifiques de chaque
protéine et la précipitation de la protéine renaturée. Pour ces raisons,
il est souvent souhaitable d’intervenir en amont, sur le systeme d’ex-
pression ou sur le gene codant pour la protéine, afin de promouvoir le
repliement cellulaire.

Minimiser I’agrégation in vivo

Les méthodes d’optimisation du repliement productif des protéines
recombinantes peuvent étre schématiquement présentées en deux
catégories. Dans la premiére, les facteurs cellulaires et les parametres
de culture qui influencent I’expression et le repliement des protéines
sont systématiquement testés. Parmi ceux-ci, citons le contexte géné-
tique de la cellule recombinante, la composition du milieu culture, la
température de croissance des cellules, le nombre de copies du géne
recombinant par cellule et son niveau de transcription ou de traduc-
tion, la surexpression des chaperons et I'inactivation des genes codant
pour les protéases. €n régle générale, I’élévation de température aug-
mente la vitesse d’agrégation, puisque cette réaction multimoléculaire
est dominée par les interactions hydrophobes. €n diminuant la tempé-
rature de croissance et le niveau de production, le repliement correct
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Figure 2. Formation des corps d’inclusion. lllustration, a partir d’une chaine
polypeptidique naissante, des différentes réactions conduisant a la distribution

cellulaire des protéines entre les états repliés, agrégés ou dégradés.
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de la protéine sera donc favorisé. La variation de ces deux parameétres
donne souvent des résultats encourageants. Cependant, la manipula-
tion de ces facteurs extrinseques n’est pas toujours suffisante, et I’on
peut recourir @ une stratégie qui modifie génétiquement la séquence
de la protéine recombinante, par I'ingénierie des protéines.

La premiére approche, utilisée le plus souvent pour faciliter leur
purification, est la construction d’une protéine de fusion. Il est fré-
quemment observé qu’une protéine fusionnée a une protéine d’inté-
rét par son extrémité aminoterminale a une influence positive sur le
repliement de cette derniére. Pour cette application, les systemes de
protéines de fusion les plus utilisées sont la protéine affine du maltose
(MBP), la glutathion S-transférase ou encore NusA pour I’expression
chez €. coli. Cette stratégie augmente la stabilité intracellulaire de
la protéine recombinante et simplifie sa purification, qui est réalisée
en une simple étape chromatographique sur une colonne d’affinité
contenant le ligand immobilisé de la protéine de fusion. Cependant, la
conservation de ces propriétés bénéfiques n’est pas toujours assurée
apres purification et clivage du partenaire de fusion.

Une seconde approche est de rechercher, a I’aide des techniques d’évo-
lution moléculaire dirigée!, des variants de la protéine d’intérét qui ne
s’agregent plus. Les grands programmes internationaux de protéomique
structurale, dans lesquels le nombre de protéines cibles étudié est
important, ont considérablement contribué aux développements de
cette approche qui requiert des débits de criblage élevés. Bien sir, les
sytemes d’expression bactérien se prétent plus facilement a ce type
d’approche expérimentale. Le principe est relativement simple et repose
sur une propriété fonctionnelle spécifique de la protéine de fusion utili-
sée, indépendante de la protéine cible. Dans ces approches, la protéine
de fusion la plus documentée est la protéine a fluorescence verte (GFP),
dont les propriétés de fluorescence sont acquises par sa structure

Protéine test Gpp

— — "U{f 7 e Lo protéine test est repliée :
Repliement v"g’__:y“ ;’é la GFP est active
M)

Corpsd’inclusion

Agrégation
_— ——)

La protéine test est agrégée :

la GFP est inactive

Figure 3. Principe d’une fusion par la GFP (green fluorescent protein) pour tester
le repliement cellulaire des protéines recombinantes. La fluorescence spécifique
de la GFP est acquise uniquement a partir de sa structure tertiaire correctement
repliée. Si le repliement d’une protéine test, fusionnée a la GFP, conduit a sa
structure native, les bactéries produisant la fusion seront fluorescentes. Au
contraire, si la protéine test s’agrege au cours du repliement, la formation des
corps d’inclusion (visualisés par microscopie électronique) bloquera le replie-

ment de la GFP, et les bactéries ne seront pas fluorescentes.
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native et peuvent étre directement reliées a la solubilité
intracellulaire des protéines [21] (Figure 3). €n effet,
si une protéine d’intérét fusionnée a la GFP s’agrege,
elle entrafnera dans les corps d’inclusion la GFP qui sera
incapable de se replier : la cellule exprimant la fusion ne
présentera pas cette fluorescence verte caractéristique.
A Vinverse, si la protéine d’intérét se replie correcte-
ment, la fluorescence spécifique de la GFP native sera
émise par la cellule qui produit cette fusion. A partir
d’une banque de mutants du gene cible, contenant des
mutations ponctuelles, les variants fluorescents, donc
solubles, seront ainsi isolés. Généralement, les substitu-
tions d’acides aminés qui accélerent le repliement vers
la forme native de la protéine sont localisées en surface,
et contribuent a une plus forte solubilité de la protéine
sans toutefois modifier sa fonction. Trés récemment,
cette technique a été améliorée par I'introduction d’un
systeme de deux fragments complémentaires dans la
GFP qui élimine un grand nombre d’artéfacts inhérents a
la technique originale [22].

Contréle conformationnel des protéines

La production d’une protéine ayant pour objectif d’ob-
tenir celle-ci dans une conformation proche de son état
natif, il est important de pouvoir contréler le produit
final. Ce contrdle final revét un caractére essentiel dans
les cas ou la protéine recombinante est purifiée apres
renaturation des corps d’inclusion, ou dans le cas d’une
application thérapeutique [23], I'obtention d’une pro-
téine soluble ne signifiant pas toujours qu’elle est dans
un état natif. Un ensemble de techniques biochimiques
comme I"électrophorése et la chromatographie par gel
filtration, ou biophysiques comme la spectrométrie
de masse et le dichroisme circulaire, sont conduites
pour tester I'intégrité, 'lhomogénéité et la qualité des
structures protéiques. Si la protéine est produite afin
de déterminer sa structure tridimensionnelle, par cris-
tallographie aux rayons X ou par résonance magnétique
nucléaire, 'obtention de cette structure est une excel-
lente validation du processus complet. Mais les tests
d’activités biologiques qui dépendent de la protéine
d’intérét, et qui sont par nature tres variés, représen-
tent la meilleure sonde de la structure native.

’évolution moléculaire dirigée est une méthode expérimentale qui mime, de fagon
accélérée, le processus d’évolution naturelle. La premiére étape consiste a créer
un grand ensemble de mutations génétiques, par des techniques de mutagenése
aléatoire, comme la PCR de basse fidelité (error prone PCR) ou la recombinaison de
fragments de génes (DNA shuffling). Puis on recherche dans la banque de variants,
par sélection ou criblage, les protéines qui présentent la propriété désirée, comme
le caractere soluble de la protéine recombinante.



Conclusions

L'accroissement des connaissances aussi bien sur les
principes gouvernant le repliement correct et incorrect
des protéines que sur le développement d’outils sophis-
tiqués pour modifier le patrimoine génétique des cellules
ou 'automatisation des méthodes d’évolution molécu-
laire sont autant de voies suivies ouvrant les perspectives
les plus encourageantes dans ce domaine. De méme, la
possibilité récente de modifier génétiquement la bac-
térie pour qu’elle réalise la glycosylation des protéines
recombinantes [24], qui était hier encore une utopie, est
devenue un pari technologique accessible. ¢

SUMMARY

Recombinant protein folding and production

The biotechnology of recombinant protein production is
now entering its most advanced stage, and the growth of
indusrial protein pharmaceuticals provides solid proof
of this evolution. However, the sytematic conversion of
genetic information into a biologically active protein is
constantly confronted by the fundamental problem of
protein folding in cells, and many recombinant proteins
are not produced in their native state. Instead, they
aggregate into a biologically inactive state. Although
this aggregation reaction has some pratical advanta-
ges, in vitro renaturation of recombinant proteins, after
solubilization of cellular aggregates, is still an empiric
and random process. Thus, it is better to control cellular
expression conditions to minimize this problem inside
the cells. The most attractive approach is certainly
the development of high throughput genetic screens to
monitor efficient protein folding. ¢
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Institut COCHIN
XXII¢ JOURNEE JEAN-CLAUDE DREYFUS
de la Faculté de Médecine Cochin Port-Royal DENDRITIC CELLS

24, rue du Faubourg Saint—]acques, CELLU LES DENDRITIQUES
75014 Paris, France

Vendredi 23 septembre 2005
Grand Amphithéitre

Programme

8h45 Ouverture par Axel Kahn, Directeur de I'Institut Cochin/IFR Alfred Jost

1 SESSION : HEMATOPOIETIC AND FUNCTIONAL DIFFERENTIATION OF DENDRITIC CELLS — Différenciation
hématopoiétique et fonctionnelle des cellules dendritiques
Modérateur : Anne GALY, INSERM/Généthon, France

* Hergen SPITS, University of Amsterdam, The Netherlands
bHLH and ETS transcription factors in pDC development
Les facteurs de transcription bHLH et ETS dans le développement des cellules dendritiques plasmacytoides
* Markus MANZ, Institute for Research in Biomedicine (IRB) Bellinzona Switzerland and Eberhard-Karls-University Medical School,
Tuebingen, Germany
DC and IPC differentiation from hematopoietic stem and progenitor cells
Différenciation des cellules dendritiques er des cellules productrices d'interféron & partir de cellules souches et de progéniteurs hémaropoiétiques

* Anne GALY, U.362 INSERM/Généthon, Evry, France
The Notch ligand delta-1 is a pDC differentiation factor
Le ligand de Notch delta-1 est un facteur de différenciation des cellules dendritiques plasmacytoides

* Frédéric GEISSMAN, /NSERM-Avenir/Hopital Necker, Paris, France
Bone marrow progenitors for macrophages and dendritic cells
Progéniteurs des macrophages et des cellules j?ndritiquex dans la moélle osseuse

Pause-café (coffee-break)

2¢ SESSION : INFECTIOUS AGENT DETECTION, IMMUNE RESPONSES, VACCINATION — Détection des agents
infectieux, réponses immunes, vaccination
Modérateur : Anne HOSMALIN, /Institut Cochin, Paris, France
* Anne O’GARRA, National Institute for Medical Research, London, UK

IL-10 gene regulation and function : implications for immune responses to pathogens
Régulation génique et fonction de U'IL-10 : implications pour les réponses immunes aux pathogenes

» Anne HOSMALIN, Immunologie, U567 INSERM, Institut Cochin, Paris, France
HIV antigen cross-presentation from live cells — Présentation croisée du VIH i partir de cellules vivantes
* Olivier SCHWARTZ, Virus and Immunity Group, Institut Pasteur, Paris, France

Immune response to endogenous and €xogenous retroviruses — Relz)onses immunes a des rétrovirus endogénes et exogéne.r

* Matthew ALBERT, Département Immunologie, Institut Pasteur, Paris, France
Dual effects of alpha-interferon on antigen cross-presentation by dendritic cells
Effets contradictoires de Uinterféron-alpha sur la présentation croisée de lantigéne par les cellules dendritiques

* Nicolas GLAICHENHAUS, /PMC, Nice-Sophia Antipolis, France
NK/DC interactions in lymph nodes — Interactions NK/cellules dendritiques dans le ganglion

13h15 — 14h45 Buffet (lunch) et intermede musical

3¢ SESSION : ANTIGEN PRESENTATION — Présentation de lantigéne
Modérateur : Alain TRAUTMANN, Znstitut Cochin, Paris, France
¢ Alain TRAUTMANN, Biologie Cellulaire, U.567 Inserm, Institut Cochin, Paris, France

Initiation of TCR signalling at the immunological synapse : revisiting some concepts
Initiation de la signalisation du récepteur T & la synapse immunologique : Nowvel éclairage de certains concepts

* Claire HIVROZ, U.653 INSERM, Institut Curie, Paris, France
Cross-talk between human dendritic cells and CD4 * T cells — Dialogue entre les cellules dendritiques humaines et les lymphocytes T CD4 *

* Philippe PIERRE, Centre d’lmmunologie de Marseille Luminy, France
DRIPs and DALIS in 3D — Les DRIPs et les DALIS en 3D

Pause-café (coffee-break)

4¢ SESSION : ANTITUMOR IMMUNITY — Immunothérapie antitumorale
Modérateur : Laurence ZITVOGEL, Institutr Gustave Roussy, Villejuif, France

* Laurence ZITVOGEL, Unité d’Immunologie, Institut Gustave Roussy, Villejuif, France
Regulatory T cells counterattack the innate arm of antitumor immunity
Les lymphocytes T régulateurs contre-attaquent le bras inné de limmunité antitumorale
* Jean-Pierre ABASTADO, Immunologie, U567 Inserm, Institur Cochin, Paris, France
Immunotherapy and chemotherapy : rationale for combined treatments
Immunothérapie et chimiothérapie : des raisons pur des traitements combinés
* Manfred LUTZ, Department of Dermatology, University of Erlangen, Germany
Three differentiation stages of tolerogenic dendritic cells — Trois stades de différenciation des cellules dendritiques tolérogénes

* David TOUGH, Edward Jenner Institute for Vaccine Research, Compton, Newbury, UK
Role of type I interferon in immune responses — Role des interférons de type I dans les réponses immunes

* Hyam 1. LEVITZKY, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, USA
On the origins and mechanism of tumor-specific T cell suppression — Origine et mécanismes de la suppression des cellules T spécifique
de tumeurs

19h00 Conclusions
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