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La production de protéines
a usage biopharmaceutique
dans les plantes

Les plantes répondent a plusieurs des criteres recherchés
dans les nouvelles usines cellulaires: elles ont une machine-
rie cellulaire complexe et sophistiquée; elles ne sont pas
porteuses des agents pathogenes couramment associés aux
infections humaines ; leur contenu cellulaire, hormis la pro-
téine recombinante, est connu de ’homme par son utilisa-
tion dans l’alimentation, en cosmétique et en pharmacie.
Les plantes peuvent étre propagées a I'infini, leur produc-
tion a grande échelle ou en conditions controlées fait partie
du patrimoine culturel de toutes les nations et elles repré-
sentent la biomasse la moins onéreuse a produire a ce jour
par unité de volume. Certaines d’entre elles peuvent étre
considérées comme des sources renouvelables de molé-
cules, sans impact négatif mesurable sur I’environnement.

es thérapies a base de pep-

tides font 1'objet d’'un déve-

loppement accéléré que les

systemes de production

actuels ne peuvent soutenir,
ni en volume, ni en qualité. Le
nombre d’études cliniques pour des
thérapies fondées sur la bioactivité
de peptides dépassait les 400 a la fin
de 1999. Les technologies de produc-
tion actuelles, utilisant des bactéries
ou des levures, ont subi des améliora-
tions importantes durant la derniere
décennie, mais elles ont en méme
temps démontré leurs limites pour la
production de protéines complexes,
et des limites face au scale-up et a la
production a grand volume. Les sys-
temes utilisant des cellules eucaryotes
plus évoluées, entre autre ceux utili-
sant les cellules de mammiféres, ont
montré leur capacité de produire des
protéines complexes humanisées qui
étaient inaccessibles aux autres sys-
temes de production. Ces technolo-

gies sont en plein essor, bénéficient
d’un effort de développement impor-
tant, mais souffrent toujours des limi-
tations inhérentes a la production en
bioréacteur, limitations quant aux
volumes, aux investissements impor-
tants et a un rapport colt/volume
élevé, qui laisse présager un choix
difficile pour les systemes de santé
sociaux et les HMO (health mainte-
nance organisations). Il est aussi a pré-
voir que les investissements impor-
tants nécessaires pour la production
a grande échelle en bioréacteurs
(cellules CHO - Chinese hamster ova-
rian cell — bactéries, etc.) sont des
parametres économiques qui renfor-
ceront la position dominante des lea-
ders mondiaux actuels du secteur
pharmaceutique, et donc certaines
situations de monopole.

Le développement des plantes
comme usine cellulaire, mis en route
au niveau technique a la fin des
années 1980, a donc été poussé par la
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demande sans cesse croissante de
capacité de production en volume, et
d’une capacité de scale-up ajustée au
besoin des essais cliniques. Elle
répond aussi a une intolérance sociale
croissante envers l'utilisation pharma-
ceutique de peptides purifiés a partir
de sources potentiellement porteuses
d’agents pathogénes, a une tendance
globale vers la réduction du support
des Etats pour les soins de santé et a
une prise de conscience des dangers
et des limitations de la monopolisa-
tion de I'industrie pharmaceutique.

Les différents systemes
végetaux

de production

de protéines
recombinantes

La production de molécules recom-
binantes a 'aide des végétaux passe
par la transgénese. Les méthodes uti-
lisées pour la transformation géné-
tique des plantes s’apparentent a
celles utilisées chez les levures ou les
cellules de mammiféres (par
exemple, les CHO), et ne seront pas
traitées dans cet article. Dans la plu-
part des systemes végétaux utilisés
pour la production de protéines
recombinantes a grande échelle, les
cellules végétales transformées ne
sont pas multipliées in vitro dans des
bioréacteurs, mais cultivées dans des
conditions qui permettent la régéné-
ration de plantes mures. Ce sont ces
plantes mires qui constituent
I’«usine de production » et, a ce titre,
les usines végétales se distinguent des
autres systemes de production.

Les systémes d’expression utilisés chez
les végétaux ont été adaptés aux impé-
ratifs anatomiques et physiologiques
de cette grande classe d’organismes. A
I'intérieur de cette grande classe,
pour chacune des espéces visées, deux
groupes de systémes végétaux ont été
développés pour bénéficier des
sources de biomasse les plus acces-
sibles et les plus communes, c’est-a-
dire le feuillage et la graine. Chez le
tabac, la luzerne et quelques autres
especes, le feuillage abondant est la
cible de I'expression du transgene.
Chez le mais, le colza, le carthame, le
soja et le riz, les vecteurs d’expression
stimulent la production et I’accumula-
tion des protéines recombinantes
dans la graine. Chacune de ces straté-

mmmmm—— gies a ses avantages et ses inconvé-
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nients, et aucune d’entre elles ne
semble convenir a I’expression de
toutes les protéines visées. Les feuilles
ont un métabolisme actif et complexe
qui offre beaucoup de possibilités,
mais elles ont aussi une activité pro-
téasique importante qui limite I’accu-
mulation de certaines protéines. Les
graines présentent ’avantage d’avoir
un contenu en eau moins élevé et
offrent donc un milieu d’accumula-
tion plus stable. En revanche, elles ne
sont pas adaptées a la synthese de cer-
taines protéines complexes, et la
nécessité d’atteindre la floraison peut
représenter un danger accru de dis-
persion du transgene.

Dans tout systeme de production
hétérologue, la molécule recombi-
nante doit étre extraite et purifiée a
partir de ’ensemble des protéines
endogeénes de l'organisme. Pour
chaque systéme végétal faisant I'objet
de développement commercial,
I’enjeu de la récupération est au
centre méme de la rentabilisation du
procédé. La purification d’une pro-
téine recombinante compte en effet
pour plus de 80% de ses cotts de
production. Lorsqu’elle est séparée
de I’environnement moléculaire
complexe de la cellule végétale, la
protéine recombinante peut étre
purifiée par des méthodes tradition-
nelles de chromatographie ou d’élec-
trophorese. Ce sont les phases ini-
tiales d’extraction et de purification
qui posent probléme dans la plupart
des cas, en particulier en raison de la
protéolyse rapide qui a lieu des
I’homogénéisation des tissus. Cer-
taines stratégies de production ont
été développées pour effectuer les
phases initiales de purification de
facon simplifiée. Par exemple, chez
certaines plantes oléagineuses, la
protéine recombinante est fusionnée
a une protéine qui fait partie des glo-
bules lipidiques qui s’accumulent
lors de la maturation de la graine. En
combinant cette fusion avec une
expression ciblée dans la graine, les
chercheurs ont mis au point un sys-
teme d’expression/purification
simple par lequel la protéine recom-
binante est récupérée par centrifuga-
tion avec les lipides lors d’une pre-
miere homogénéisation. Ensuite, la
protéine recombinante est séparée
de la fusion par protéolyse dirigée,
puis de la fraction lipidique lors
d’une seconde séparation de phase.

Cette stratégie a été utilisée pour la
production dans le colza de I’hiru-
dine, un anticoagulant sécrété par les
glandes salivaires de sangsue [1, 2].
Des systemes similaires (visant a
réduire la protéolyse des protéines
d’intérét) ont été développés pour
mettre a profit les particularités des
autres tissus utilisés, notamment le
contenu du feuillage chez la luzerne.
L’enjeu technique et économique du
scale-up suit en importance celui de la
récupération. La luzerne est proba-
blement le systeme le mieux adapté
aux exigences combinées des tests cli-
niques et de la réglementation. A la
suite de la transformation génétique,
le passage par le stade de cals non-
différenciés engendre une masse cel-
lulaire qui peut étre multipliée rapi-
dement in vitro et qui peut produire
les premiers extraits qui serviront aux
tests de bioactivité. Lorsqu’une
lignée transgénique de luzerne est
sélectionnée pour ses caractéristiques
de productivité en protéine recombi-
nante (protéine dont la bioactivité a
déja été démontrée dans des extraits
cellulaires), elle peut étre immédiate-
ment regénérée et propagée par bou-
turage. Ce systeme engendre rapide-
ment des clones identiques qui
peuvent étre utilisés pour la produc-
tion de micro-quantités de protéines
recombinantes, souvent suffisantes
pour couvrir les besoins d’essais pré-
cliniques. Ces plantes représentent
aussi une population clonale de
laquelle peuvent étre dérivés des
embryons somatiques qui servent a
établir la biomasse nécessaire pour
couvrir les besoins annuels de molé-
cules recombinantes. Cette popula-
tion constitue la biomasse qui servira
a la validation du procédé et de la
source pour les besoins de la régle-
mentation. Les avantages de la
luzerne sont donc sa remarquable
capacité de régénération et sa péren-
nité. D’une part, sa capacité de régé-
nération lui donne les qualités utili-
sées pour la propagation et, d’autre
part, sa pérennité lui donne des avan-
tages indiscutables pour la validation
des procédés. Les plantes de départ
et tous les clones obtenus par boutu-
rage ou embryogenése sont homo-
logues, peuvent étre conservés en
serres pendant des années, et consti-
tuent une population d’'une homogé-
néité et d’'une stabilité beaucoup plus
grandes que les lots de graines obte-
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nus par rétro-croisement chez le mais
ou chez les autres plantes a graines.

I Contexte industriel

La moléculture (production de molé-
cules recombinantes chez les végé-
taux) est passée en une dizaine
d’années du stade de la validation de
concept au stade de la production
industrielle. Fait important a considé-
rer dans ce domaine technologique
et industriel, la propriété intellec-
tuelle sur les méthodes de transgé-
nese et d’expression est utilisée de
facon a limiter I’émergence de com-
pétition, et donc peu de nouveaux
systémes de production sont apparus
durant la deuxiéme moitié des
années 1990.

Parallélement, les systémes existants
ont trouvé de bonnes opportunités
de développement, et plusieurs
plates-formes produisent des pep-
tides ou des protéines qui font actuel-
lement 1’objet de tests cliniques.
L’industrie de la «moléculture » est
en pleine expansion, et quelques
compagnies se sont dotées d’installa-
tions conformes aux normes de
Bonnes Pratiques de Fabrication,
permettant de satisfaire aux exi-
gences réglementaires élevées de
I'industrie pharmaceutique.

La «moléculture » entend offrir a
I'industrie pharmaceutique des alter-
natives aux systtmes de production
actuels, et doit faire face a la résis-
tance aux changements, manifestée
par certaines sociétés pharmaceu-
tiques. Cette résistance devrait aller
en s’atténuant, avec la progression en
tests cliniques des premiers composés
recombinants d’origine végétale.

Versatilité et potentialitée
des systemes végétaux

Au cours des derniéres années, plu-
sieurs protéines d’intérét pharmaceu-
tique ont été produites dans les
plantes. Le Tableau I résume ces prin-
cipales réalisations. Les quelques
commentaires ajoutés a cette liste
mettent en lumiére les avantages des
plantes dans la production des diffé-
rentes catégories de protéines.

Protéines sanguines et plasmatiques

Les protéines sanguines et plasma-
tiques sont produites actuellement
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par extraction a partir d’échantillons
de sang non retenu pour des besoins
de transfusion. Cette méthode com-
porte certaines limites qui ont des
répercussions sur I'industrie du frac-
tionnement: (1) les approvisionne-
ments ne peuvent pas fluctuer avec la
demande; et (2) la source est consi-
dérée par le public comme dange-
reuse et variable, et fait 1’objet
d’ajouts réglementaires récurrents
qui rendent son approvisionnement
et son colt imprévisibles. Egalement,
la contamination possible des sources
par des virus et des prions demeure
une préoccupation majeure. De nom-
breuses protéines plasmatiques ont
déja été produites chez les plantes.
Ainsi I’albumine humaine, une pro-
téine plasmatique utilisée dans le
controle de I’hypovolémie et de
I’hypoalbuminémie survenant au
cours de certaines interventions chi-
rurgicales et comme excipient de plu-
sieurs médicaments, a été produite
avec succes dans la pomme de terre
et le tabac [3]. Le marché actuel pour
I’albumine est de 1,4 milliard de dol-
lars américains et la demande
annuelle excede les 100 tonnes
métriques [4]. La quantité impor-
tante nécessaire pour répondre aux
besoins font donc de la plante un sys-
teme idéal de production. D’autres
protéines du méme groupe comme
l'aprotinine [5], des enképhalines [6]
et I’hémoglobine [7] ont été pro-
duites dans divers systemes végétaux
d’expression. Le collagene I [8], une
molécule assemblée en triple hélice
impliquée dans plusieurs mécanismes
complexes comme 1’organogenese,
I’arrimage et la prolifération cellu-
laire, ’hémostase et la regénération
de tissus, a également été produit
dans des plantes de tabac en vue
d’une utilisation thérapeutique mais
aussi dans 'industrie cosmétique.

Vaccins

La nature comestible des plantes
représente un atout majeur dans la
production de vaccins, qu’ils soient
destinés a ’homme ou aux animaux.
En effet, il est possible de déclencher
une réponse immunitaire par admi-
nistration d’un antigéne par voie
orale. Ainsi, dans le cas du virus de
I’hépatite B — qui affecte plus de 2 mil-
liards d’individus — un vaccin pouvant
étre facilement distribué et administré

dans les pays en voie de développe-
ment est hautement souhaitable. Des
études menées chez la souris ont
démontré que I'ingestion de pomme
de terre exprimant un antigene de
surface du virus de I’hépatite B
déclenche une réponse immunitaire
[9]. Plusieurs autres types d’antigénes,
destinés a une administration orale ou
parentérale, ont également été pro-
duits chez les végétaux, dans le but de
vacciner contre différents pathogéenes
humains (Tableau I).

La mise au point d’un vaccin destiné
a une administration orale nécessite
un dosage précis de la quantité
d’antigenes consommée. Des études
sur I’hépatite B et sur une entéro-
toxine bactérienne par le Boyce
Thompson Institute (Washington,
Etats-Unis) permettront de mieux
définir le potentiel des vaccins pro-
duits dans les plantes [9, 10]. Ce
groupe, ainsi que plusieurs autres,
tentent actuellement de démontrer
que l'utilisation des plantes permet-
tra de produire des vaccins peu cou-
teux pouvant facilement étre distri-
bués et administrés a la population
tout en contribuant a diminuer les
colts globaux de vaccination.

Anticorps

La machinerie de biosynthese et de
maturation des protéines présente
suffisamment d’homologies dans une
cellule animale et dans une cellule
végétale pour que de trés nom-
breuses protéines a usage pharma-
ceutique d’origine mammifere aient
été déja produites avec succes dans
des plantes transgéniques. Parmi ces
succés majeurs, on peut rappeler la
production de différents types d’anti-
corps recombinants tels que des IgG
ou des IgA sécrétoires. Ces anticorps
sont de plus en plus utilisés comme
agents thérapeutiques et ils représen-
tent aujourd’hui plus du tiers des
protéines en cours d’essais cliniques
aux Etats-Unis. Les anticorps sont des
molécules complexes. Ainsi, les
immunoglobulines de classe G sont
des tétrameres constitués de deux
polypeptides identiques de 450 acides
aminés (chaines lourdes) et de deux
polypeptides identiques de 250 acides
aminés (chaines légeres). Ces quatre
polypeptides constitutifs d’'une molé-
cule d’IgG sont reliés entre eux par

plusieurs ponts disulfure (figure 1). La  n—
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Catégorie

Protéines sanguines

et plasmatiques

Vaccins

Anticorps

Hormones, cytokines

et facteurs
de croissance

Enzymes

Autres

Protéine

Albumine

Aprotinine
Collagéne | homotrimérique

Enképhalines
Hémoglobine
Bet v 1

Sous-unité de toxine B
du choléra
Glycoprotéine B du CMV

Sous-unité de toxine B

du choléra fusionnée

avec insuline

Peptide D2 de la protéine B
liant la fibronectine

de S. aureus

VP1

Hémagglutinine
Antigene de I’'hépatite

Entérotoxine B de E. coli

Epitope de P. falciparum
Protéine de capside

du virus de Norwalk
Protéine G du virus

de la rage
Auto-antigéne

IgG C5-1

IgA contre S. mutans

IgG contre la créatine kinase
IgG contre I'antigene
tumoral CO17-1A

ScFv contre antigéne
carcino-embryonnaire (CEA)

GM-CSF

Interféron
Interféron a
Somatotropine (hGH)

Erythropoiétine

Epidermal growth factor
(EGF)

Enzyme de conversion

de I'angiotensine

Protéine c (protéase sérique)
Glucocérébrosidase
a-trichosantine

Hirudine

Lactoferrine humaine

Tableau 1. La production de protéines a usage biopharmaceutique dans les plantes.

Application et spécificité

Contréle du volume sanguin,
excipient

Anti-fibrinolytique

Agent homéostatique,
scellant tissulaire et autres
Analgésique

Substitut sanguin
Traitement des

allergies de type |
Traitement du choléra

Traitement d'une infection
par le cytomégalovirus
Traitement du diabéte
auto-immun

Vaccin mucosal ne requérant
pas d’adjuvant

Traitement de la fievre
aphteuse

Traitement de la grippe
Traitement de I’'hépatite B

Traitement des diarrhées

Traitement du paludisme
Traitement des diarrhées

causées par le virus de Norwalk

Vaccination contre la rage

Traitement du diabete
auto-immun

Références

pomme de terre,

tabac [3]
mais [5]
tabac [8]
tabac [6]
tabac 7
tabac [38]

pomme de terre  [39]
tabac [40]

pomme de terre  [41]

haricot noir [9]
luzerne, [42, 43]
haricot noir

tabac [44]
tabac et

pomme de terre [9]
pomme de terre,

tabac [10]
tabac [45]
tabac,

pomme de terre  [46]
tabac, épinard,

tomate [47]
pomme de terre  [48]

Anti-lgG diagnostique luzerne [13]
Prévention de carie dentaire tabac [12, 48]
Anticorps diagnostique tabac [15]
Traitement du cancer du c6lon tabac [16]
Traitement des cancers céréales [17]
Facteur de croissance tabac [19, 49]
hématopoietique utilisé

dans le traitement de neutropénie

Traitement d’'hépatites B et C  tabac [50]
Traitement d’hépatites B et C  tabac [51]
Traitement des désordres tabac [14]
de croissance (chloroplastes)
Traitement de 'anémie tabac (cellules) [52]
Contréle de prolifération tabac [20]
cellulaire

Hypertension tabac et tomate [52]
Anti-coagulant tabac [21]
Maladie de Gaucher tabac [21, 54]
Inhibe la réplication du VIH tabac [22]
Anti-coagulant tabac, colza [1, 2]
Anti-microbien tabac [55]

m/s n°8-9, vol. 17, aotit-septembre 2001



complexité d'une IgA sécrétoire est
encore plus grande puisque ces
immunoglobulines sont constituées
de quatre chaines lourdes et de
quatre chaines légeres reliées entre
elles par deux polypeptides. L’assem-
blage d’une molécule d’IgA sécré-
toire nécessite l'intervention succes-
sive de deux types cellulaires distincts
chez les mammiferes. Ces deux types
d’anticorps ont été produits avec suc-
ces sous forme biologiquement active
dans des plantes transgéniques, ce
qui illustre la grande capacité de la
machinerie cellulaire végétale d’
assembler des protéines de mammi-
feres, méme lorsqu’elles sont extré-
mement complexes.

Plus d’une centaine d’études cli-
niques utilisant des anticorps sont
actuellement en cours dans le traite-
ment de diverses maladies comme les
dysfonctionnements du systeme
immunitaire, les maladies inflamma-
toires, certains cancers, des désordres
du systeme nerveux central et des
maladies infectieuses. La plupart des
applications proposées nécessitent
I'utilisation d’anticorps complets.
Exception faite des hybridomes,
seules les cellules de mammiferes, les
animaux transgéniques ou les plantes
transgéniques sont capables d’asso-
cier les chaines lourdes et légeres
constitutives de I’anticorps par des
ponts disulfure. La culture de cel-
lules mammiféres est un procédé
coliteux ayant une capacité limitée.
Les investissements requis pour
construire et élaborer une unité de
fermentation de cellules de mammi-
feres sont importants (environ
200 millions de dollars US pour une
capacité anuelle de 200kg d’anti-
corps) [38], et la capacité totale
annuelle de production d’anticorps
monoclonaux (en hybridomes ou
recombinants) ne dépasse pas 1000
kg, tous anticorps confondus. Cer-
taines indications, comme 1’utilisa-
tion de I'anticorps Herceptin dans le
traitement du cancer du sein, requi¢-
rent I’administration de plusieurs
grammes d’anticorps par dose.
L’immense intérét de ce traitement
fera croitre la demande au-dessus du
niveau des 100 kg en 2002. Une telle
quantité pourrait étre produite par
«moléculture » pour environ le
dixieme des investissements de
départ et des colts de production
[11].
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Anticorps Guy’s13 Souris Tabac
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Figure 1. Glycosylation de I'anticorps Guy’s 13. L’anticorps monoclonal
Guy’s 13 est une IgG1 présentant deux sites de N-glycosylation, représentés
en rouge sur la chalne lourde (A). Cet anticorps spécifique d'une adhésine de
Streptococcus mutans a été produit sous une forme biologiquement active
utilisable pour lutter contre la carie dentaire, dans des hybridomes (B) et
dans des plantes de tabac (C). Les structures des N-glycanes de I'anticorps
murin (B) et du planticorps (C) illustrent les différences majeures observées
dans la glycosylation de cet anticorps lorsqu’il est produit dans I'un ou

I'autre systéme.

La premieére démonstration de pro-
duction d’anticorps dans des plantes
a été effectuée en 1989 par Hiatt et
al. [12]. Depuis, d’autres anticorps
ou fragments d’anticorps a usage thé-
rapeutique ont été produits dans
divers systémes végétaux, notamment
des anticorps dirigés contre des
immunoglobulines humaines [13],
un antigene de Streptococcus mutans
[12, 14], la créatine kinase [15] et un
antigéne tumoral d’un cancer du
colon [16]. Un fragment d’anticorps
(appelé scFv) a également été pro-
duit contre l’antigéne carcino-
embryonnaire [17], un marqueur de
croissance tumorale.

Facteurs de croissance,
hormones et cytokines

Les facteurs de croissance, les hor-
mones et les cytokines représentaient
plus de 75 % des ventes totales des
produits biopharmaceutiques en
1998 [18]. Les produits occupant la
plus grande part de marché dans
cette catégorie sont des facteurs de
croissance du systeme hématopoié-
tique, I'érythropoiétine, G-CSF (gra-
nulocyte-colony stimulating factor), GM-
CSF (granulocyte-macrophage colony
stimulating factor) 'insuline. Plusieurs
hormones et facteurs de croissance
ont été exprimés dans le tabac: le
GM-CSF, les interférons o et B, I’éry-
thropoietine et 'EGF (epidermal

growth factor) [19, 20]. Notons égale-
ment que l'interleukine-2 a été pro-
duite dans la luzerne avec une bioac-
tivité comparable a celle de la
protéine recombinante d’origine
bactérienne couramment utilisée en
thérapie.

Enzymes et autres produits

Les enzymes constituent un groupe
de produits biopharmaceutiques qui
représentent un intérét particulier
pour le traitement de certaines mala-
dies telles que les thromboses (uroki-
nase), la maladie de Gaucher (algu-
cérase) ou la mucoviscidose
(altéplase) [18]. Les démonstrations
faites chez les plantes pour la pro-
duction d’enzymes a usage thérapeu-
tique [21-23] sont concluantes au
niveau de I'activité, de la sécurité, des
colts et de la capacité. Citons en
exemple la glucocérébrosidase qui
est actuellement produite commer-
cialement a partir d’extraits de pla-
centas humains. Jusqu’a 2000 placen-
tas sont requis pour fournir une dose
standard, pour un cott de 100000 a
400000 dollars US par patient, sans
compter les risques de contamina-
tion par les pathogénes humains.
Lorsque le géne codant pour la glu-
cocérébrosidase est exprimé dans le
tabac, le contenu d’une seule feuille
suffit a fournir la dose unique néces-
saire. Seuls des problémes liés a la
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glycosylation de la protéine mure
retardent a ce jour l'entrée en test
clinique de cette enzyme produite a
partir des feuilles de tabac [4].

Conformité des protéines
recombinantes produites
dans les systemes
végetaux

Les quelques exemples cités précé-
demment montrent que les plantes
offrent un tres fort potentiel pour la
production en masse de protéines
recombinantes d’intérét thérapeu-
tique. Cependant, sous leur forme
actuelle, les plantes ne sont pas
encore idéales pour la production de
ces protéines parce qu’elles produi-
sent des molécules dont la glycosyla-
tion n’est pas toujours compatible
avec une application thérapeutique
chez 'homme. Aussi, la modification
de la capacité de glycosylation des
plantes — de telle sorte que ce sys-
teme d’expression soit mieux adapté
a la production de glycoprotéines a
usage thérapeutique - fait actuelle-
ment I'objet de trés nombreux tra-
vaux de recherche.

Les «planticorps » présentent
des glycanes immunogenes

Les anticorps produits chez les
plantes, appelés «planticorps »,
devraient vraisemblablement rempla-
cer de facon progressive les anticorps
monoclonaux produits par des hybri-
domes pour de nombreuses applica-
tions diagnostiques ou thérapeu-
tiques. Cependant, l'utilisation en
thérapie, chez ’homme ou chez I’ani-
mal, de glycoprotéines recombi-
nantes d’origine végétale est encore
tres limitée. En effet, comme cela est
illustré dans la figure 1, chez les
plantes, comme d’ailleurs chez tout
autre hote hétérologue utilisé pour la
production de protéines recombi-
nantes, la glycosylation est différente
de celle observée chez les mammi-
feres. Une étude récente de la N-gly-
cosylation d’un anticorps produit
dans un systéme mammifére et de
son homologue produit dans des
plantes de tabac illustre parfaitement
ces diftérences. Il s’agit de I'anticorps
monoclonal Guy’s 13, spécifique
d’une adhésine de Streptococcus
mutans, une bactérie responsable de

mmssmmm |2 carie dentaire [24]. Quand elle est
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produite dans des hybridomes
murins, cette IgG1 est glycosylée sur
deux sites de N-glycosylation par des
structures oligosaccharidiques (N-gly-
canes) qui présentent un résidu o
(1,6)-fucose et environ 10% d’acide
sialique terminal (figure 1). Lorsqu’il
est produit sous forme recombinante
dans des plantes de tabac, le planti-
corps Guy’s 13 est également glyco-
sylé sur les mémes sites de N-glycosy-
lation. En revanche, les N-glycanes de
ce planticorps sont de type oligo-man-
nosidique, des structures communes
aux plantes et aux mammiféres, mais
aussi de type complexe. Dans ce der-
nier cas, leur structure est typique des
végétaux. Ainsi, les N-glycanes com-
plexes associés au planticorps Guy’s
13 présentent des caractéristiques
structurales, telles que la présence de
la B(1-2)=xylose et de I'a(1,3)-fucose,
qui lui conferent une forte immuno-
génicité chez certains mammiferes
[25], et en particulier chez ’homme.
A Tissue de plusieurs études
détaillées sur des anticorps produits
dans des plantes transgéniques, il
apparait que ces planticorps sont
fonctionnels, correctement repliés et
glycosylés sur les bons sites de N-gly-
cosylation, mais qu’ils présentent des
glycanes fortement immunogenes. La
présence d’oligosaccharides typique-
ment végétaux associés aux planti-
corps, comme d’ailleurs a toute autre
glycoprotéine a usage thérapeutique
produite dans une plante transgé-
nique, limite leur utilisation en théra-
pie chez 'homme. En particulier,
I’exposition prolongée a des quanti-
tés importantes de ces N-glycanes
végétaux immunogenes, quantités
nécessaires pour certaines immuno-
thérapies in vivo, aboutirait trés pro-
bablement a une sensibilisation a ces
antigenes de nature glucidique. Une
autre difficulté associée a un usage
thérapeutique des planticorps est
que les N-glycanes complexes végé-
taux sont immunogénes et partici-
pent a I'allergénicité de trés nom-
breux allergenes glycosylés d’origine
végétale [26, 27].

Vers une humanisation
des glycoprotéines
recombinantes d’origine
végétale

Chez les plantes, comme chez les
autres eucaryotes, la N-glycosylation

débute de facon co-traductionnelle
dans le réticulum endoplasmique
lors de I’association d’un précurseur
oligosaccharidique (GlcsManyGlc-
NAc,) a certains résidus asparagine
constitutifs de séquences consensus
de N-glycosylation Asn-X-Ser/Thr
portées par le polypeptide en cours
de biosynthéese. Une fois cet oligosac-
charide transféré sur la protéine néo-
synthétisée, de nombreuses réactions
de maturation impliquant I’élimina-
tion ou I’association de résidus de
sucres ont lieu dans le réticulum
endoplasmique puis dans I'appareil
de Golgi lors du transport de la gly-
coprotéine le long du systeme endo-
membranaire de sécrétion (figures 2
et 3). C’est seulement dans les com-
partiments tardifs de I'appareil de
Golgi que la maturation des N-gly-
canes différe chez les plantes et chez
les mammiféres, en particulier avec
I'ajout de PB(1,2)=xylose et d’a(1,3)-
fucose a de trés nombreux N-gly-
canes végétaux [28]. Afin d’utiliser
pleinement I’énorme potentiel du
systeme végétal pour la production
de protéines a usage thérapeutique,
il est nécessaire de bloquer ces matu-
rations typiques des plantes pour
obtenir des N-glycanes humanisés sur
les glycoprotéines recombinantes
d’origine végétale. De nombreux tra-
vaux sont actuellement en cours afin
de modifier la machinerie de glycosy-
lation, non seulement chez les
plantes mais aussi chez les levures,
dans les cellules de mammiféres ou
d’insectes utilisées pour la produc-
tion de protéines recombinantes. La
plupart des stratégies étudiées afin
d’humaniser les N-glycanes chez ces
différents organismes concernent
I’inhibition de glycosyltransférases
résidentes de I'appareil de Golgi ou
I’expression de « nouvelles » glycosyl-
transférases dans ce compartiment.
Des résultats encourageants ont déja
été obtenus grace a ces stratégies sans
pour autant qu’on ait encore réussi a
produire des glycanes complétement
humanisés dans aucun des systemes
utilisés pour la production de glyco-
protéines recombinantes.

La rétention de la protéine
recombinante dans le réticulum
endoplasmique

Des informations concernant la glyco-
sylation des protéines résidentes du
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Figure 2. Biosynthése, transport et
maturation des protéines dans la cel-
lule végeétale. A I'exception de
quelques protéines codées par le
génome mitochondrial ou chloroplas-
tique, la biosynthése de la majorité
des protéines végétales débute dans le
cytosol. Pour une premiére population
protéique qui ne présente pas de pep-
tide signal, la biosynthése a lieu dans
le cytosol ou la protéine se replie et
s'accumule a moins qu’elle ne soit
adressée de fagon post-traductionnelle
grace a des signaux spécifiques vers le
noyau, la mitochondrie ou le chloro-
plaste. Dans l'autre cas, la protéine
présente un peptide signal, son élon-
gation dans le cytosol s’arréte alors
rapidement puis reprend lorsque la
machinerie de biosynthése s’installe
sur la membrane du réticulum endo-
plasmique (RE). La protéine est alors
insérée de fagcon co-traductionnelle
dans la lumiére ou dans la membrane
du réticulum endoplasmique selon
qu’il s’agit d’une protéine soluble ou
d’une protéine membranaire. Ces pro-
téines vont se replier dans le réticulum
endoplasmique ol ont lieu des étapes
essentielles de la maturation comme le
clivage du peptide signal, la glycosyla-
tion et la formation de ponts disulfures.
Les protéines solubles qui présentent a
leur extrémité carboxy-terminale des
signaux de rétention dans le réticulum
endoplasmique (H/KDEL) vont s’accu-
muler dans ce compartiment. Une par-
tie de cette population protéique dite
« résidente du réticulum endoplas-
mique» échappe au réticulum endo-
plasmique et est recyclée vers ce com-

partiment en passant par I'appareil de Golgi (AG). Les protéines qui ne présentent pas de signal de rétention dans le
réticulum endoplasmique sont transportées par I'intermédiaire de vésicules jusqu’a I'appareil de Golgi ou ont lieu les
principale étapes de la maturation des N-glycanes. Certaines protéines présentant des signaux spécifiques de réten-
tion vont résider dans l'appareil de Golgi alors que les protéines solubles qui ne présentent pas d’autre signal
d’adressage que le peptide signal sont transportées du réticulum endoplasmique jusqu’au milieu extracellulaire et la
paroi pectocellulosique. En revanche, certaines protéines présentant des signaux peptidiques d'adressage vacuolaire
seront triées dans 'appareil de Golgi puis transportées spécifiquement vers la vacuole de stockage ou la vacuole

lytique.

réticulum endoplasmique [29, 30] ont
montré que ces réticuloplasmines
naturelles portent des glycanes de
structure oligo-mannosidique, com-
mune aux plantes et aux mammiferes,
trés probablement non immuno-
genes. Cette observation est a 1'ori-
gine d’une des stratégies étudiées afin
d’éviter I’association de glycanes
immunogenes aux glycoprotéines
recombinantes d’origine végétale.
Cette stratégie consiste a stocker la
glycoprotéine recombinante dans le

m/s n°8-9, vol. 17, aotit-septembre 2001

réticulum endoplasmique. Le stoc-
kage dans le réticulum endoplas-
mique est possible puisque I'ajout a
Pextrémité carboxy-terminale d’une
protéine recombinante d’un tétrapep-
tide de séquences K/HDEL permet sa
rétention dans le réticulum endoplas-
mique des cellules végétales (figure 2)
[31]. De plus, le stockage dans le réti-
culum endoplasmique présente un
autre avantage puisque c’est dans ce
compartiment du systéme endomem-
branaire de sécrétion que de tres

nombreuses protéines recombinantes
présentent leur plus grande stabilité
dans la cellule végétale. Cependant,
contrairement aux réticuloplasmines
naturelles, la rétention de protéines
recombinantes fusionnées avec une
extension HDEL dépend exclusive-
ment de Defficacité de la machinerie
de recyclage des protéines entre le
réticulum endoplasmique et I’appa-
reil de Golgi [29]. En raison de ce
recyclage de I’appareil de Golgi

jusqu’au réticulum endoplasmique, m—
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Figure 3. Maturation des N-glycanes chez les plantes. La N-glycosylation
d’'une protéine débute lors de son introduction co-traductionnelle dans la
lumiére du réticulum endoplasmique (RE) avec I'association d'un oligosac-
charide précurseur sur certains résidus asparagine spécifiques. Les pre-
mieres étapes de la maturation de cet oligosaccharide (N-glycane) a lieu
dans le réticulum endoplasmique et se poursuit au cours du transport de la
glycoprotéine via l'appareil de Golgi (AG) jusqu’a sa destination finale, le
milieu extracellulaire ou la vacuole. Cette maturation fait intervenir de nom-
breuses enzymes, comme cela est indiqué sur le schéma, et aboutit a des
glycanes mrs dont les structures sont souvent typiques des compartiments
de stockage des glycoprotéines végétales.

les glycoprotéines recombinantes
fusionnées avec une séquence HDEL
présentent des N-glycanes (3(1,2)xylo-
sylés et a(1,3)-fucosylés [29]. Par
conséquent, I'expression, chez les
plantes, d’'une glycoprotéine recombi-
nante fusionnée avec une extension
HDEL ne peut pas étre retenue
comme une approche utilisable pour
obtenir une glycosylation compatible
avec une utilisation thérapeutique
chez les mammiferes. Cette stratégie
pourrait toutefois retrouver tout son
intérét si, comme le permettent de
penser certains résultats récents, le
recyclage de protéines recombinantes
fusionnées avec la séquence KDEL est
plus efficace, c’est-a-dire beaucoup
plus précoce au niveau golgien que
lors d’une fusion avec le signal HDEL.

L’ingénierie de la machinerie
de glycosylation

Une autre stratégie utilisée dans la
perspective d’une production de gly-
coprotéines recombinantes avec des
glycanes non immunogénes est d’uti-
liser des plantes dépourvues d’une
ou de plusieurs enzymes golgiennes
impliquées dans la maturation des N-
glycanes. L’analyse de mutants d’Ara-
bidopsis a montré que l'inactivation
d’une seule glycosyltransférase gol-
gienne — la N-acétylglucosaminyl-
transférase 1 (GNT I) — est suffisante
pour bloquer complétement la bio-
synthése de N-glycanes complexes
chez les plantes [32]. Cette glycosyl-
transférase a été récemment clonée
chez plusieurs végétaux [33] et
I’expression d’un antisens de GNT I
dans des plantes de tabac et de
pomme de terre a montré une réduc-
tion de la biosynthése de N-glycanes
complexes chez ces plantes transfor-
mées [34]. De nombreuses glycosyl-
transférases végétales, et plus particu-
lierement la 1,2 xylosyltransférase et
I’a 1,3 fucosyltransférase, ont été clo-
nées au cours des deux derniéres
années et le développement de nou-
velles stratégies d’inhibition de ces
enzymes, comme la recombinaison
homologue, pourrait, dans un futur
proche, permettre la production de
protéines d’intérét thérapeutique
non immunogenes chez les plantes.

A co6té de ces approches par inactiva-
tion de glycosyltransférases, encore
limitées dans leur développement par
le manque d’efficacité des stratégies
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antisens, une autre stratégie promet-
teuse pour humaniser les N-glycanes
végétaux est I'’expression de «nou-
velles » glycosyltransférases qui vont
compléter et/ou inactiver par compé-
tition la machinerie endogéne de
maturation des N-glycanes de la cel-
lule végétale. Plusieurs glycosyltransfé-
rases de mammiféres ont été expri-
mées avec succes dans l'appareil de
Golgi de la cellule végétale telle que la
GNT I humaine [32] ou 1'0(2,6)-sia-
lyltransférase de rat [35]. Il a été mon-
tré que ces deux glycosyltransférases
recombinantes sont adressées de
facon correcte dans l'appareil de
Golgi quand elles sont produites dans
le systéme endomembranaire de
sécrétion de la cellule végétale. Dans
le cadre de ces stratégies de complé-
mentation, plusieurs laboratoires ont
émis I’hypothese selon laquelle
Iexpression d’une ((1,4)-galactosyl-
transférase (GalT) animale dans des
compartiments précoces de ’appareil
de Golgi végétal pourrait permettre
une humanisation partielle des gly-
canes végétaux et éventuellement pré-
venir 'association de B(1,2)-xylose et
d’a(1,3)-fucose qui a lieu plus tardive-
ment dans I'appareil de Golgi médian
et dans le compartiment trans-golgien
[25]. En accord avec cette hypothése,
Palacpac et al. [36] ont montré que la
GalT humaine exprimée dans des cel-
lules de tabac en culture transfere des
résidus galactose sur les résidus N-acé-
tylglucosamine terminaux des N-gly-
canes végétaux. Plus récemment, une
immunoglobuline a été produite dans
des plantes de tabac exprimant la
GalT humaine. L’expression de cette
enzyme humaine dans les plantes de
tabac a conduit a la production d’un
planticorps dont 30 % des N-glycanes
présentent des séquences N-acétyllac-
tosamine terminales identiques a
celles associées aux N-glycanes d’anti-
corps produits dans des cellules de
mammifére (figure 4) [37].

I Perspectives

Les résultats encourageants obtenus
dans le cadre des travaux d’humani-
sation de la N-glycosylation dans les
plantes transgéniques contribuent a
élargir les perspectives d’utilisation
des systemes végétaux pour la pro-
duction de protéines d’intérét théra-
peutique.

Un niveau d’expression supérieur
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Figure 4. Glycosylation de I'anticorps Mgr48 produit dans des hybridomes
des plantes de tabac «normales» ou exprimant une galactosyltransférase
humaine. Mgr48 est un anticorps monoclonal de type IgG1 présentant un
seul site de N-glycosylation (en rouge) (A). Les structures des N-glycanes de
Mgr48 sont présentées lorsque l'anticorps est produit dans un contexte
murin (B), dans des plantes de tabac (C) et dans des plantes de tabac expri-
mant la 1,4 galactosyltransférase humaine (D). On remarquera en compa-
rant les parties B et C du schéma que les différences structurales majeures
rencontrées dans la glycosylation de cet anticorps lorsqu’il est produit dans
un contexte mammifére ou végétal sont trés voisines de celles observées
pour I'anticorps Guy’s 13 (figure 1). En revanche, lorsque Mgr48 est produit
dans des plantes de tabac exprimant la galactosyltransférase humaine, 30 %
des N-glycanes présentent des séquences N-acétyl-lactosamine terminales
identiques a celles associées a cet anticorps quand il est produit dans des

hybridomes (D).

et/ou une localisation plus précise
au niveau golgien de la GalT
humaine pourrait trés fortement aug-
menter I'efficacité des stratégies de
complémentation qui visent a la pro-
duction de glycanes non immuno-
geénes dans les cellules végétales. De
tels glycanes présentant des
séquences N-acétyllactosamine termi-
nales sont d’excellents supports pour
obtenir des copies parfaites des gly-
canes de mammiféres apres transfert
de T’'acide sialique terminal. Ces
acides sialiques, absents des N-gly-
canes de plantes, sont importants, en
particulier pour la demi-vie de la
majorité des glycoprotéines circu-
lantes de mammifeéres

L’obtention de N-glycanes sialylés
chez les plantes, en adaptant la machi-
nerie de maturation des N-glycanes
végétaux, nécessiterait le transfert
d’au moins cinq genes hétérologues
différents codant pour des enzymes

impliquées dans la biosynthése de
I’acide sialique dans le cytosol et son
transport dans I'appareil de Golgi. Les
enzymes manquantes de cette voie
métabolique devraient non seulement
étre exprimées de facon stable mais
aussi étre adressées de facon correcte
et enfin étre actives dans la cellule
végétale. Pour ces différentes raisons,
la production de glycoprotéines
recombinantes sialylées chez les
plantes représente un nouveau défi
dans le domaine des biotechnologies
végétales. Deés aujourd’hui, il parait
techniquement possible d’atteindre
cet objectif ambitieux ®
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Summary

Production of proteins for bio-
pharmaceutical applications in
plants

Plants fulfill a variety of criteria
that are highly valued in modern
cell factories: their cellular machi-
nery is complex and sophisticated ;
they are exempt of infectious
human pathogens; apart from the
recombinant protein, their cellular
content is well known to humans
since it is used for nutrition and in
cosmetic and pharmaceutical
applications. Plants can be propa-
gated endlessly, their production
at a large scale or under controlled
conditions has been incorporated
into the cultural heritage of all
nations and, up to date, they repre-
sent the least expensive biomass
that can be produced per unit of
volume ; some plant species can be
considered as renewable sources of
molecules that have no mesurable
negative impact on the environe-
ment.
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