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1. Production de protéines 

recombinantesrecombinantes



Pourquoi des protéins en thérapeutique?

Certaines cibles (récepteurs) ne répondent qu'à des effecteurs de structure plus  

complexe que des molécules «simples » issus de la chimie:

– Coagulation et facteur VIII

– Croissance et hGH

– Glycémie et insuline
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– Glycémie et insuline

Nécessité d'avoir recours, en thérapeutique, à des macromolécules, le plus 

souvent des protéines



• Protéine = 

– structure complexe

– Non accessible par la chimie de synthèse

– Extraction 

• Tissus/fluides animaux

• Tissus/fluides humains

Anticorps
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• Limitations pour l'approvisionnement :

– Accessibilité /disponibilité

– Barrière d'espèce

– Sécurité (micro)biologique

• Nécessité de nouvelles sources ?

– Recours au génie génétique et OGM



Production de protéines en milieu confiné:

• organismes: 

– bactéries, 

– levures, 

– cellules de mammifère (eg. CHO, 
‘Chinese hamster ovary’ cells)
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‘Chinese hamster ovary’ cells)

• Milieu: systèmes clos 

– Fermenteur

– Cytoculteur

• Production : protéines médicaments (voir 
liste)



Exemples de protéines recombinantes 

commercialisées depuis 1987:
• Hormones

– Hormone de croissance 
(somatropine, hGH)

– FSH, LH

– Insuline

– Glucagon

• Coagulation

– tPA

– F. VII

– F. VIII

– F. IX

– Hirudine

Erythropoïétine 
(EPO)
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– Glucagon

• Cytokines

– Interférons (alpha, beta, 
gamma)

– Interféron consensus 
(alpha)

– CSF (G- ; GM-)

– IL2

– EPO

– Hirudine

• Anticorps monoclonaux

– Diagnostic (anti-CEA)

– Anti-TNF

– Anti-Lymphocyte

• Divers

– Vaccin hépatite B

– DNAse

Hormone de 
croissance

Anticorps 
monoclonaux



Avantages

• Procédés de production maîtrisés

– Reproductibilité / homogénéité

– Système clos

Inconvénients

• Modifications post-traductionnelles variables selon l'organisme producteur
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• Modifications post-traductionnelles variables selon l'organisme producteur

– glycosylation (ajout de sucres a des protéines qui dépendent de 
l’organisme)

• Volume/quantité de production limité

• Coût élevé 

– Investissement important

– Développement long

– Rendement +/- faible



Organismes  producteurs de médicaments en 

système ouvert: les animaux transgéniques

• Vache, chèvre, brebis, souris, cochon, lapin…

• Elevage en étables contrôlées 

• Protéine purifiée à partir de tissu/fluide animal 

(ex. lait) 

• Example: Antithrombine III 
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•



Avantages

• Modifications post-traductionnelles des protéines similaires à l’humain

• Capacité de production relativement importante

– Récolte facile (lait)

– Rendement intéressant 
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Animaux transgéniques

Inconvénients

• Sécurité virale

– Barrière d’espèce?

• Risque de contamination

– Biologique

– Physico-chimique

• Développement difficile

– Maturation animale longue 

– Clonage?



Organismes  producteurs de médicaments en 

système ouvert: les plantes transgéniques

• Maïs, tabac, tomate, pomme de terre, luzerne, 

colza…

• Culture en serres ou en plein champ

• Pas de médicament encore commercialisé, mais 

de nombreux en cours de développement
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de nombreux en cours de développement

• Examples: 

- Albumine humaine, glucocérébrase humaine, 

Lactoferrine, Lipase gastrique

- Vaccins et Anticorps recombinants (Medicago 

Inc., Planet Biotechnology Inc.)



Plant molecular farming - Examples de companies
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Xu et al, 2012 (Biotechnology Advances 30)



Avantages

• Capacité de production importante

• Coût / rendement attractif

• Sécurité virale accrue

• Production simple dans tous les pays

• grande uniformité de production (clonage naturel)
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Plantes transgéniques

Inconvénients

• Glycosylation et modifications post-traductionnelles

• Paramètres de culture non maîtrisables

• Risque de contamination

– Biologique (bactéries du sol)

– Physico-chimique (sous produits de la plante)

• Risque de dissémination (pollen)?



Comparatif des systèmes d’expression
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Fischer et Emans, 2000 (Transgenic Research)



• Critères de choix - à coût équivalent - des systèmes de production de 

protéines recombinantes :

- du type de protéine a produire (organisme d’origine, facteur soluble ou pas…)

- du rendement à atteindre (petite versus grande échelle)

- du niveau de pureté nécessaire, des possibilité de stockage,…
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• Succès commercial de la production de protéines recombinante dépend:

- des considérations économiques: coût de la production (dépend du 

rendement) et coût de l’extraction/purification (‘downstream processing’)

- de la technologie: efficacité, facilité de mise en place, ‘scalabilité’, etc…

Mais aussi….

- des aspects de propriété industrielle, de la facilité de dé-régulation (sécurité 

biologique) et de mise sur le marché 

- du risque perçu/de l’ acceptation par l’opinion publique!



2. Production de protéines 

recombinantes chez les plantesrecombinantes chez les plantes



Expression stable ou transitoire utilisant 

Agrobacterium Tumefaciens

2a. Techniques d’expression chez les plantes



Le virus est introduit par Agroinfection Il reste confiné aux feuilles inoculées

Expression transitoire utilisant des vecteurs 

viraux réplicatifs
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Le virus est introduit par Agroinfection Il reste confiné aux feuilles inoculées



Optimisation : Augmenter le niveau 

d’expression
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• Promoteur: 

- 35S pour les eudicots; Ubiquitin + introns 

pour les monocots

- regulés/induits vs constitutifs

• Codon usage• Codon usage

• Combattre le RNA silencing:

- mécanisme de dégradation spécifique de 

séquence de l’ARN

, activé par l’ARN double brin et ARN 

« aberrants »

- protection contre les acides nucléiques 

invasifs (virus, transposons, transgènes)



2a. Techniques d’expression chez les plantes

Des UTR viraux et l’inhibition du RNA silencing permettent une expression 

transitoire très élevée (> 1g/kgFW)

Combattre le RNA silencing

P19: protéine virale 
seéquestrant les siARNs



2a. Techniques d’expression chez les plantes

Optimisation : Adressage des protéines

cytosol

Apoplaste

ER lumen

vacuole



3a. Techniques d’expression chez les plantes

Optimisation : transformation chloroplastique

Interêt de la transformation génétique

chloroplastique:

-10.000 copies d’ADN chloroplastique par cellule , 

vs 2-6 pour le genome nucleairevs 2-6 pour le genome nucleaire

- Niveau d’expression élevé: 40% des protéines de 

la feuille

- Purification facilitée

- Pas de transmission par le pollen (L’ADN 

chloroplastique est transmis par les gamétes

femelles)



Technique de transformation du chloroplaste

Gène d’intérêt

Séquences d’insertion

(identiques aux régions 
d’intérêt de l’ADN 

chloroplastique)

ADN chloroplastique

2a. Techniques d’expression chez les plantes

ADN chloroplastique

Apres bombardement des feuilles
avec l’ADN contenant le gène d’

intérêt et la recombinaison
homologue (insertion) avec l’ADN

chloroplastique, on obtient une
plante transformée.



3a. Techniques d’expression chez les plantes

Optimisation : modifications post-traductionnelles 

(Glycosylation, carboxylation, lipidation)

Peters  and Stoger, 2011 (Human Vaccines) 



Choix du system d’expression:

2b. Systemes d’expression chez les plantes

Xu et al, 2012 (Biotechnology Advances 30)



Expression dans les feuilles:

2b. Systemes d’expression chez les plantes

> Tabac, luzerne (Alfalfa), soja, laitue… 



2b. Systemes d’expression chez les plantes

Expression dans les graines:
> cereales: Rice, maïs, blé; legumineuses: pois, soja  



Expression dans les fruits/organes comestibles  

> Production de protéines dans des organes 

particuliers

- Exemples: Fruits (bananes, tomates), pommes de 

terres)

- Facilités de récolte et de purification
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> Production de vaccins oraux dans les plantes

- Ingestion d’antigènes produits par la plante

-> immunisation

- Faible cout, facilement accessibles dans les pays en 

voie de développent

- Facilités de récolte et de purification



Celllules de plantes, mousses, et algues vertes:
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Xu et al, 2012 (Biotechnology Advances 30)



Xu et al, 2012 (Biotechnology Advances 30)



3. Production de Métabolites



COOH

If
Taxol
(antitumoral)

3. Production de Métabolites

Acide Salicylique
(Aspirine)

COOH

OH

Saule

25% of all commonly prescribed pharmaceuticals are directly or indirectly (via 

semisynthesis) derived from plants, (examples: paclitaxel, campthothecin, vincristine, 

morphine, codeine, and steroidal hormones), representing a market value of over 40 
billion € in western countries



Example: le riz doré (golden rice)

-Carence en vitamineA  (dérivé du caroténe) 
chronique dans de nombreux pays
- +100 millions d’enfants -> cécité, maladies 

Production de substances médicalement actives

ingérées avec la plante
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- +100 millions d’enfants -> cécité, maladies 

infantiles 

- Production de provitamine A 

- Transformation du riz avec gènes de biosynthése 
des caroténoïdes exprimés dans le grain

- prometteur mais production encore insuffisante 
(100 µg de Vit A pour 300 g de riz)



Modification du métabolisme des anthocyanes par transfert du géne
de la Dihydro Flavonol 3 Reductase (DFR) et de la flavonoid 3’5’
hydrolase de pétunia
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Modifications métaboliques des plantes 

ornementales



Pour approfondir…

• Twyman et al, 2003 (Trends in Biotechnology)

• Fischer et al, 2004 (Current Opinion in Plant Biology)

• Peters  and Stoger, 2011 (Human Vaccines)

• Wilson and Roberts, 2012 (Plant Biotechnology journal)

• Obembe et al, 2011 (Biotechnology Advances)

• Special issue 2012 of Biotechnology Advances (30)• Special issue 2012 of Biotechnology Advances (30)





Comparatif des systèmes d’expression

Expressions 
System

Yeast Bacteria
Plant 
viruses

Transgenic 
Plants

Animal Cell 
Cultures

Transgenic 
Animals

Cost of 
maintaining

inexpensive inexpensive inexpensive inexpensive expensive expensive

Type of 
-2.0°°°°C -2.0°°°°C -2.0°°°°C RT* N ** N/A
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Type of 
storage

-2.0°°°°C -2.0°°°°C -2.0°°°°C RT* N2** N/A

Gene size 
(protein) 
restriction

Unknown Unknown Limited Not limited Limited Limited

Production 
cost

Medium Medium Low Low High High

Protein 
yield

High Medium Very high High
Medium to 

high
High

Therapeutic 
risk

Unknown yes Unknown Unknown yes yes



Comparatif des systèmes d’expression
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Twyman et al, 2003 (Trends in Biotechnology) 



Totipotence

• La plupart des cellules végétales peuvent se développer 
en plantes entiéres

• Soit en formant des embryons

• Soit en formant des bourgeons 

• Cette propriété n’est pas un artefact de culture, mais 
existe dans la nature (boutures)

Probléme: comment introduire un gène nouveau dans toutes les cellules 
d’un organisme multicellulaire???

existe dans la nature (boutures)

->Si on peut transformer
génétiquement une cellule on 
peut espérer regénérer une plante
entiére
-> Il faut maîtriser les techniques
de culture et les conditions de regénération
a partir de tissus des plantes que l’on veut

transformer



Exemple: transformation génétique du tabac



Plus facile: transformation génétique d’arabidopsis



Les agrobactéries hébergent de très grands plasmides nécessaires à 
La formation des tumeurs/chevelu racinaires

A. Tumefaciens -> plasmide TiA. Tumefaciens -> plasmide Ti



Modification des plasmides Ti pour transférer des gènes
-délétion des gènes responsables de la croissance tumorale
-Délétion des génes de synthése d’opine
-Addition d’un gène sélectionnable (résistance aux antibiotiques

ou herbicides)
- Séparation en deux plasmides -> système binaire



Production:de l’ordre du gramme de protéines recombinante
par kg de tissus inoculé



Purification des protéines par chromatographie d’affinité





Utilisation d’un vecteur viral

réplicatif





Quelques applications de la transformation du chloroplaste

La résistance au glyphosate

Le Glyphosate est un puissant herbicide avec un
bas impact environnemental, utile pour éliminer les
plantes infestantes d’une culture résistante.

Daniell et al. (1998) a transformé avec succès des
plantes de tabac avec un gène de résistance au
glyphosate inséré dans le génome du chloroplaste.
Les plantes sont résistantes et le gène ne peut pas
être transféré par le pollen à des autre plantes.

Résistance aux insectes grâce à la toxine Bt 

Les toxines du Bacillus thuringensis (Bt) sont
toxiques pour les insectes après ingestion (mais
elles ne sont pas toxiques pour les animaux). Kota
et al. (1999) ont vu que l’expression de la toxine Bt

dans les chloroplastes de plante porte à une
mortalité élevée des insecte en protégeant les
plantes des attaques. En plus l’expression de la

toxine est localisée dans les feuilles et absente
dans le tissus (fruits, grains) qui sont mangés par
les animaux.



Optimisation : Glycosylation

Twyman et al, 2003 (Trends in Biotechnology) 



La production de nouvelles protéines a aussi un interêt en amélioration des plantes

Endotoxine de Bacillus thuriengensis (Bt)
-protoxine clivée dans l’intestin moyen de l’insecte 

par protéase + pH alcalin
-se fixe a des sites de l’intestin
-ulceration, perte d’appétit

-Rupture des cellules, mort des larves





Fischer & Emans, 2000 (Transgenic Research)
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Obembe et al, 2011


