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•  Acquérir	  les	  bases	  de	  culture	  cellulaire	  

mammifère	  
•  Comprendre	  les	  problémaKques	  liées	  à	  la	  

producKon	  dans	  les	  cellules	  mammifères	  
•  Appréhender	  les	  différents	  paramètres	  à	  

prendre	  en	  compte	  lors	  d’une	  culture	  
•  Aperçu	  des	  techniques	  de	  laboratoire	  
•  Culture	  scienKfique	  via	  la	  lecture	  d’arKcles	  

Objec'fs	  du	  cours	  
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Besoin	  de	  nouveaux	  traitements:	  cancers,	  maladies	  autoimmunes…	  

1997	  
7	  milliards	  de	  $	  en	  

2012	  

1986	  
1er	  anKcorps	  monoclonal	  
thérapeuKque	  approuvé	  

2012:	  55	  milliards	  de	  $US	  de	  ventes	  globales	  d’anKcorps	  monoclonaux	  
thérapeuKques	  	  

2004	  
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Augmenta'on	  de	  la	  produc'on	  de	  thérapeu'ques	  via	  les	  cellules	  
animales:	  

•  Efficacité	  de	  ces	  médicaments	  
•  AmélioraKon	  des	  procédés	  (fed-‐batch)	  

•  ThérapeuKques	  nécessitant	  les	  modificaKons	  post-‐traducKon	  des	  
eukaryotes	  

•  Molécules	  larges	  qui	  ne	  peuvent	  être	  synthéKsées	  par	  toutes	  les	  
plateformes	  

	  
70%	  des	  protéines	  recombinantes	  sont	  produites	  dans	  les	  CHO:	  	  

•  Bénéficient	  d’un	  bon	  historique/ApprobaKon	  par	  la	  FDA	  plus	  facile	  
•  AmélioraKon	  de	  la	  producKon	  spécifique	  (iniKalement	  basse)	  

•  ModificaKons	  post-‐traducKon	  
•  Ingénierie	  généKque	  des	  lignées	  efficace	  
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Un	  peu	  d’histoire…	  

1907	  
Harrisson	  
culKve	  des	  

fibres	  
nerveuses	  

de	  
grenouille	  

1910	  -‐	  1920	  
Carrel	  développe	  des	  

techniques	  de	  
culture	  

	  
Rous	  et	  Jones	  

uKlisent	  la	  trypsine	  
pour	  les	  cellules	  
adhérentes	  

1950	  -‐	  1955	  
Culture	  de	  cellules	  

HeLa	  par	  Gey	  	  
	  

Eagle	  developpe	  un	  
milieu	  de	  culture	  défini	  

chimiquement	  

	  
	  
	  

1986	  
OKT3	  uKlisé	  
pour	  la	  
thérapie	  

	  
	  

	  

1990s	  
AnKcorps	  monoclonaux	  
uKlisés	  pour	  la	  thérapie	  

humaine	  
	  

IsolaKon	  de	  cellules	  
souches	  

	  

1885	  
Roux	  culKve	  
des	  cellules	  
d’embryons	  
de	  poulet	  
dans	  une	  
soluKon	  
saline	  

hlp://nfs.unipv.it/nfs/minf/dispense/immunology/lectures/
files/anKbody_engineering.html	  
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Mammalian	  Cell	  Culture	  for	  BiopharmaceuKcal	  ProducKon,	  Jinyou	  Zhang	  (in	  book	  Manual	  of	  Industrial	  

Microbiology	  and	  Biotechnology/EdiKon	  3,	  2010)	  
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Qu’est-‐ce	  qu’un	  anKcorps?	  
Protéine	  du	  sérum	  sanguin	  sécrétée	  par	  les	  lymphocytes	  B	  (globules	  
blancs	  intervenant	  dans	  l'immunité)	  en	  réacKon	  à	  l'introducKon	  

d'une	  substance	  étrangère	  (anKgène)	  dans	  l'organisme	  (dic%onnaire	  
Larousse).	  

An'corps	  monoclonaux	  

10	  hlp://freesvt.free.fr/cours%207.html	  



Qu’est-‐ce	  qu’un	  anKcorps	  monoclonal?	  
Les	  anKcorps	  monoclonaux	  sont	  des	  anKcorps	  qui	  reconnaissent	  le	  même	  

épitope	  (un	  site	  sur	  un	  anKgène)	  et	  provenant	  d’une	  seule	  cellule.	  

An'corps	  monoclonaux	  
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Pourquoi	  uKliser	  les	  anKcorps	  monoclonaux?	  
Spécificité:	  reconnaissance	  d’un	  seul	  anKgène	  

AcKon:	  cibler	  des	  cellules	  spécifiques,	  bloquer	  l’acKon	  de	  molécules	  ou	  de	  
récepteurs,	  signalisaKon	  

Qu’est-‐ce	  qu’un	  anKcorps	  recombinant?	  
Les	  anKcorps	  recombinants	  sont	  des	  anKcorps	  produits	  par	  une	  cellule	  

dont	  le	  matériel	  généKque	  a	  été	  modifié.	  
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Un	  anKcorps	  foncKonnel?	  

Importance	  de	  la	  glycosylaKon	  des	  protéines:	  les	  structures	  carbohydrates	  peuvent	  
affecter	  les	  propriétés	  de	  la	  molécule	  (bioacKvité,	  pharmacocinéKque,	  solubilité,	  

anKgénicité)	  
	  

GlycosylaKon	  influencée	  par	  le	  process,	  la	  lignée	  hôte,	  l’environnement	  extracellulaire	  
	  

Difficulté	  dans	  l’industrie,	  car	  diversité	  des	  structures	  à	  problèmes	  d’approbaKon	  par	  
la	  FDA	  

	  
Les	  cellules	  mammifères	  =	  hôtes	  de	  choix	  car	  modificaKons	  post-‐traducKonnelles	  

proches	  de	  celles	  rencontrées	  in	  vivo	  
	  

à	  Ingénierie	  de	  la	  glycosyla'on!	  
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Rappel:	  les	  cellules	  mammifères	  
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Quel	  type	  de	  cellules?	  
Lignée	   Origine	   Type	   Commentaires	  

BHK	   Rein/Hamster	   Fibroblaste	   ProducKon	  Vaccins/
Adhérentes/Suspension	  
possible	  

CHO	   Ovaire/Hamster	   Epithélial	   Ingénierie	  généKque/
Protéines	  recombinantes/
Adhérentes/Suspension	  

HeLa	   Carcinome	  cervical/
Humain	  

Epithélial	   Croissance	  rapide/
adhérentes	  

MDCK	   Rein/Chien	   Epithélial	   ProducKon	  vaccins	  
vétérinaires/Adhérentes	  

MRC-‐5	   Poumon	  embryonnaire/
Humain	  

Lymphoblaste	   ProducKon	  vaccins	  
humains/Adhérentes	  

VERO	   Rein/Singe	  vert	   Fibroblaste	   ProducKon	  vaccins	  
humains/Adhérentes	  

Fibroblaste:	  cellules	  du	  Kssu	  conjoncKf	  (cellules	  séparées	  par	  une	  matrice	  extracellulaire)	  
Epithélium:	  cellules	  joinKves	  
Lymphoblaste:	  de	  la	  lignée	  lymphoïde	  (à	  l’origine	  des	  lymphocytes)	  ayant	  les	  caractérisKques	  d’une	  cellule	  jeune	  
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Quel	  type	  de	  cellules?	  
Cellules	  adhérentes:	  s’alachent	  à	  la	  surface	  du	  flacon	  de	  culture.	  InhibiKon	  de	  

contact:	  si	  la	  surface	  est	  enKèrement	  recouverte,	  les	  cellules	  cessent	  de	  pousser	  ou	  se	  
différencient.	  

	  
Cellules	  en	  suspension:	  occupent	  le	  volume	  disponible.	  InhibiKon	  de	  la	  croissance	  par	  

la	  dispariKon	  des	  nutriments	  dans	  le	  milieu.	  

hlp://ddar.manchester.ac.uk/blog/?p=636	  hlp://www.bioresearchonline.com/doc/sfr-‐shake-‐
flask-‐reader-‐oxygen-‐and-‐ph-‐0001	  



Plus	  de	  vidéos:	  
hlp://www.youtube.com/watch?v=Qv-‐Lo2bMjQc	  
hlp://www.youtube.com/watch?v=gaG15lM1t5A	  
hlp://www.youtube.com/watch?v=ZMCwfQ2_o1A	  
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Une	  introducKon	  à	  la	  culture	  de	  cellules…	  

hlp://www.youtube.com/watch?v=ZBDSok3SMRY	  

hlp://www.greiner.at/en/presse/newsroom-‐details/
arKcle/greiner-‐bio-‐one-‐liefert-‐laborarKkel-‐fuer-‐

stammzellen-‐burger-‐430/	  

hlp://www.knoxnews.com/photos/2011/jan/
10/108587/	  
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CondiKons	  de	  culture	  

37°C	  (des	  températures	  plus	  élevées	  tuent	  les	  cellules)	  
pH	  7,4	  (opKmum	  usuel)	  

	  
pH	  est	  assuré	  par	  un	  tampon	  bicarbonate-‐CO2	  de	  pKa	  6,3	  (le	  même	  

système	  que	  dans	  le	  sang	  in	  vivo)	  
	  

à	  Atmosphère	  de	  l’incubateur	  à	  5%	  CO2	  pour	  une	  concentraKon	  dans	  le	  
milieu	  de	  24	  mM	  en	  bicarbonate	  
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Milieu	  de	  culture	  

Plusieurs	  types	  
Dépend	  de	  la	  lignée	  

Dépend	  de	  l’uKlisaKon	  (producKon,	  transfecKon…)	  
AlenKon!	  Certains	  milieux	  ne	  permelent	  pas	  la	  transfecKon	  (présence	  d’inhibiteurs)	  

S’inspirer	  de	  la	  lilérature	  
	  

ComposiKon:	  glucides	  (glucose)	  comme	  source	  d’énergie	  et	  précurseur	  de	  biosynthèse,	  acides	  
aminés	  (glutamine)	  comme	  précurseurs	  de	  synthèse	  protéique,	  sels	  pour	  avoir	  un	  milieu	  

isotonique,	  bicarbonate	  (tampon),	  vitamines	  et	  hormones	  comme	  cofacteurs	  métaboliques,	  
phenol	  red	  comme	  indicateur	  de	  pH	  	  

	  
Industrie:	  serum-‐free	  pour	  validaKon	  FDA	  (variaKon	  de	  composiKon,	  coût,	  serum	  peut	  

compromelre	  l’extracKon	  et	  la	  purificaKon	  des	  protéines,	  contaminaKon	  par	  agents	  infecKeux	  
à	  virus,	  prions)	  
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Milieu	  de	  culture	  
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Milieu	  de	  culture	  
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ContaminaKon	  
Principaux	  contaminants	  d’une	  culture	  mammifère:	  bactéries	  et	  champignons	  

	  
ObservaKons:	  augmentaKon	  ou	  baisse	  du	  pH	  (voir	  les	  indicateurs	  colorés	  de	  pH	  dans	  le	  milieu),	  
milieu	  opaque,	  observaKon	  microscopique,	  altéraKon	  de	  la	  croissance	  et	  du	  métabolisme,	  de	  la	  

producKon,	  agrégaKon	  des	  cellules…	  

Que	  faire	  en	  cas	  de	  contaminaKon?	  
	  

Jeter	  les	  flasks,	  décontaminer	  l’incubateur	  et	  le	  
laboratoire,	  prévenir	  les	  autres	  uKlisateurs	  

à	  Ajout	  d’anKbioKque	  dans	  le	  milieu	  de	  
culture	  
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Croissance	  des	  cellules	  

Butler,	  M.	  (2004).	  Animal	  Cell	  Culture	  &	  Technology.	  

En	  phase	  de	  croissance:	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

N:	  concentraKon	  cellulaire	  finale	  (c/mL)	  
N0:	  concentraKon	  cellulaire	  iniKale	  (c/mL)	  

X:	  nombre	  de	  généraKons	  
tD:	  temps	  de	  doublement	  (h)	  
T:	  temps	  total	  écoulé	  (h)	  

μ:	  taux	  de	  croissance	  spécifique	  (h-‐1)	  
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InoculaKon	  

Passages	  

A	  une	  densité	  de	  >100	  000	  c/mL	  pour	  que	  la	  croissance	  reprenne	  facilement	  
	  

Les	  cellules	  adhérentes	  s’alachent	  dans	  l’heure	  (sur	  une	  surface	  disponible)	  

Pourquoi?	  à	  limitaKon	  des	  nutriments	  (suspension),	  manque	  de	  surface	  (adhérentes)	  
	  

Suspension:	  diluKon	  des	  cellules	  dans	  du	  milieu	  frais	  
	  

Adhérentes:	  détachement	  des	  cellules	  (trypsinisaKon)	  et	  reinoculaKon	  dans	  une	  nouvelle	  flask	  avec	  
du	  milieu	  frais	  

La	  trypsine	  casse	  les	  protéines	  qui	  alachent	  les	  cellules	  à	  la	  surface	  
	  

Au	  labo:	  tous	  les	  deux	  jours	  
	  
	  

	  Si	  nombre	  de	  passages	  trop	  élevé	  à	  redécongeler	  des	  cellules	  
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Comptes	  cellulaires	  

hlp://hemocytometer.wordpress.com/2013/04/04/
hemocytometer-‐protocol/	  

Hémacytomètre	  
	  

Faire	  les	  diluKons	  appropriées	  (ne	  compter	  ni	  trop	  
peu,	  ni	  trop)	  

	  
Ajout	  de	  bleu	  trypan	  pour	  évaluer	  la	  viabilité	  

	  
Formule	  de	  calcul	  dépend	  de	  l’hémacytomètre	  

(volume)	  
	  

Erreur:	  10%	  	  

hlp://www.ruf.rice.edu/~bioslabs/methods/microscopy/cellcounKng.html	  
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Comptes	  cellulaires	  -‐	  Exemple	  

Combien	  comptez-‐vous	  de	  cellules?	  
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ELISA	  

hlp://www.abnova.com/support/resources.asp?switchfuncKonid=%7B70196CA1-‐59B1-‐40D0-‐8394-‐19F533EB108F%7D	  

	  
Enzyme-‐linked	  ImmunoSorbent	  Assay	  

	  
Dosage	  de	  protéines	  variées	  

Plusieurs	  types	  
Basée	  sur	  l’affinité	  spécifique	  anKcorps-‐anKgène	  
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Western	  blot	  

hlp://www.leinco.com/general_wb	  

hlp://
www.viswagenbiotech.com/

protein_related.jsp	  

DétecKon	  et	  idenKficaKon	  de	  protéines	  spécifiques	  
SéparaKon	  des	  protéines	  (électrophorèse)	  à	  transfert	  sur	  une	  membrane	  à	  exposiKon	  à	  

un	  anKcorps	  
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Analyses	  des	  nutriments	  et	  sous-‐produits	  	  

Suivi	  dans	  les	  échanKllons	  de	  :	  
ConsommaKon	  de	  glucose,	  glutamine	  

ProducKon	  lactate,	  glutamate	  
	  
	  

Calcul	  des	  taux	  de	  consommaKon	  
spécifiques	  
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Métabolisme	  
=	  ensemble	  des	  réacKons	  chimiques	  qui	  se	  déroulent	  dans	  la	  cellule	  pour	  lui	  permelre	  

de	  vivre,	  se	  nourrir,	  se	  développer,	  créer	  de	  l’énergie,	  synthéKser	  des	  molécules	  

Glycolyse	  

hlp://biologie.univ-‐mrs.fr/upload/p222/02_GlycolyseL2.pdf	  

ATP	  à	  synthèse	  de	  protéines,	  ADN,	  acides	  
gras,	  sucres,	  mouvement,	  transport	  d’ions	  et	  

métabolites…	  
	  

NADH	  à	  	  transformé	  en	  ATP	  par	  respiraKon	  
mitochondriale	  
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TCA	  (cycle	  de	  l’acide	  citrique,	  cycle	  de	  Krebs)	  

hlp://www.chembio.uoguelph.ca/educmat/chm452/lecture8.htm	  
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Pentose-‐Phosphate	  Pathway	  

hlp://biologie.univ-‐mrs.fr/upload/p222/04_PentosesPhosphateL2.pdf	  
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Métabolisme	  généralisé	  simplifié	  

hlp://www.nature.com/nature/journal/v493/n7432/fig_tab/
nature11862_F1.html	  
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Bioréacteurs	  
Batch:	  système	  fermé,	  régime	  transitoire,	  volume	  fixe	  

Avantages:	  fort	  taux	  de	  conversion	  par	  unité	  de	  volume,	  flexibilité	  d’uKlisaKon	  
(produire	  un	  autre	  produit	  pour	  le	  batch	  suivant,	  uKliser	  une	  autre	  plateforme),	  
neloyage	  facile,	  risque	  de	  contaminaKon	  moindre,	  risque	  de	  mutaKon	  moindre,	  

méthode	  bien	  établie	  dans	  l’industrie	  
	  

Désavantages:	  Coût	  d’opéraKon	  élevé	  (car	  neloyage,	  stérilisaKon,	  chauffage	  
refroidissement,	  durée	  de	  producKon	  plus	  courte)	  ,	  qualité	  du	  produit	  variable	  
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Bioréacteurs	  
Fed-‐batch:	  alimentaKon	  en	  substrat,	  régime	  transitoire,	  volume	  augmente	  au	  cours	  du	  

temps	  
	  

Avantages:	  accumulaKon	  du	  produit	  P,	  Temps	  de	  producKon	  
augmenté,	  permet	  ajout	  d’inducteurs,	  permet	  de	  maintenir	  

le	  substrat	  bas	  (inhibiKon	  ou	  répression	  catabolique),	  
permet	  de	  maintenir	  un	  μ	  en	  croissance	  ou	  quasi-‐

staKonnaire,	  généralement	  So	  est	  concentré	  pour	  limiter	  
l’augmentaKon	  du	  volume	  

	  
Désavantages:	  accumulaKon	  des	  toxines,	  dégradaKon	  du	  

produit?,	  plus	  de	  risques	  de	  contaminaKon	  et	  de	  rupture	  de	  
la	  stérilité,	  stabilité	  de	  la	  plateforme	  généKque?	  

	  



Culture	  Cellulaire	  

36	  

Bioréacteurs	  
Chemostat	  (CSTR):	  une	  entrée	  une	  sorKe,	  après	  une	  adaptaKon	  à	  régime	  permanent	  

Avantages:	  enlèvement	  du	  produit	  (bien	  si	  P	  
est	  fragile),	  enlèvement	  des	  toxines,	  

augmentaKon	  du	  temps	  de	  producKon	  
	  

Désavantages:	  concentraKon	  faible	  en	  produit	  
P,	  plus	  de	  risques	  de	  contaminaKon	  et	  de	  

rupture	  de	  la	  stérilité,	  stabilité	  de	  la	  
plateforme	  généKque?	  
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Bioréacteurs	  
Chemostat	  en	  mode	  perfusion	  (avec	  recirculaKon):	  	  

Avantages:	  augmente	  la	  producKvité,	  augmente	  la	  concentraKon	  en	  produit	  
(facilite	  étapes	  de	  purificaKons),	  augmente	  la	  robustesse	  face	  aux	  variaKons	  

d’opéraKon,	  alimenter	  séquenKellement	  différents	  substrats,	  	  
	  

Désavantages:	  plus	  de	  risques	  de	  contaminaKon	  et	  de	  rupture	  de	  la	  stérilité,	  
stabilité	  de	  la	  plateforme	  généKque?,	  module	  de	  séparaKon	  complexe	  
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Bioréacteurs	  
Cellules	  animales	  =	  très	  sensibles	  au	  cisaillement	  

à  Rester	  en	  dessous	  du	  seuil	  criKque!	  

Cisaillement	  excessif	  à	  détachement	  des	  cellules	  (adhérentes),	  lyse,	  apoptose,	  
relargage	  de	  toxines	  (suspension)	  

	  
Approche	  de	  Kolmogorov:	  

	  
	  
	  
	  

à  Augmenter	  la	  viscosité	  permet	  de	  diminuer	  le	  cisaillement!	  
	  

Autres	  moyens:	  ajout	  de	  tensioacKf	  (Pluronic-‐F68),	  ajout	  de	  PEG	  (polyéthylène	  glycol)	  
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Bioréacteurs	  
L’offre	  en	  oxygène	  doit	  égaler	  la	  demande	  en	  oxygène!	  

	  
L’O2	  est	  très	  peu	  soluble	  dans	  l’eau	  

Régi	  par	  la	  loi	  de	  Henry	  à	  l’interface	  gaz-‐liquide	  
	  

Plus	  on	  augmente	  le	  transfert	  d’	  O2	  plus	  on	  augmente	  le	  cisaillement!	  
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Bioréacteurs	  
Taux	  de	  transfert	  en	  O2:	  

	  
	  

kLa	  =	  fct	  (vitesse	  d’agitaKon,	  géométrie,	  type	  agitateur,	  fluide)	  
	  

Oxygène	  uptake	  rate:	  
OUR	  =	  qO2	  *	  X	  

	  
Bilan	  sur	  l’O2:	  
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Bioréacteurs	  
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Pourquoi?	  
AmélioraKon	  des	  lignées:	  croissance,	  consommaKon	  de	  substrats,	  producKon	  de	  sous-‐

produits	  néfastes	  (ammonium,	  lactate)	  
ProducKon:	  protéines	  recombinantes,	  augmenter	  la	  producKon,	  switch	  on/off	  

Métabolisme:	  diriger	  les	  flux,	  bypass	  
Produit	  fini:	  glycosylaKon	  

Ajout	  d’une	  propriété:	  résistance	  à	  un	  anKbioKque	  
	  
	  
	  

	  

Développement	  d’une	  lignée	  
ConstrucKon	  du	  plasmide	   AmplificaKon	  du	  plasmide	  dans	  E.Coli	  

PurificaKon	  du	  plasmide	  TransformaKon	  de	  la	  
plateforme	  d’intérêt	  SélecKon	  et	  

établissement	  d’un	  pool	  
de	  cellules	  
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Matériel	  généKque	  
Virus:	  ParKcule	  avec	  ADN/ARN	  entourée	  d’une	  enveloppe	  protéique,	  qui	  uKlise	  la	  

cellule	  hôte	  pour	  se	  répliquer	  et	  se	  propager	  aux	  autres	  cellules	  
	  

Transposon:	  séquence	  d’ADN	  qui	  peut	  se	  déplacer	  de	  manière	  autonome	  dans	  le	  
génome,	  ne	  peut	  pas	  se	  mulKplier	  de	  manière	  autonome	  

	  
Plasmide	  :	  molécule	  d’ADN	  circulaire	  qui	  se	  réplique	  indépendamment	  du	  reste	  du	  

génôme	  
Le	  plasmide	  doit	  contenir:	  de	  sites	  de	  restricKons,	  une	  origine	  de	  réplicaKon	  

bactérienne,	  un	  promoteur	  eukaryotes,	  un	  facteur	  de	  sélecKon	  (un	  pour	  les	  bactéries	  
et	  un	  pour	  les	  eukaryotes)	  

	  
	  
	  
	  

	  

Vecteur	  pDsRed	  (Clontech	  Laboratories	  Inc.)	  

UKlisaKon	  d’enzymes	  de	  restricKon	  pour	  cliver	  l’ADN	  
à	  des	  sites	  spécifiques	  et	  ligase	  pour	  unir	  des	  bouts	  

d’ADN	  
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1	  

2	  
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AmplificaKon	  d’un	  plasmide	  

Miniprep	  ou	  megaprep	  pour	  purifier	  l’ADN	  
	  
	  

1	  

2	  

hlp://www.biomiga.com/index.php?cPath=35_64	  

Milieu	  sélecKf	  
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TransfecKon	  
	  

Transitoire:	  l’ADN	  n’est	  pas	  intégré	  au	  génome,	  il	  est	  perdu	  lors	  de	  la	  mitose	  (cas	  le	  
plus	  courant)	  	  

	  
Stable:	  L’ADN	  est	  intégré	  au	  génôme	  

Quelques	  cellules	  auront	  intégré	  l’ADN	  à	  leur	  génome	  (pourcentage	  très	  faible),	  on	  
applique	  une	  sélecKon	  pour	  que	  seules	  les	  cellules	  qui	  ont	  intégré	  l’ADN	  survivent	  

	  
RégulaKon	  de	  l’expression:	  switch	  on/off	  
	  
Plusieurs	  moyens:	  	  
•  Phosphate	  de	  calcium	  
•  LipofecKon	  (lipofectamine)	  
•  PolycaKons/Polyplexes	  (PEI)	  
•  Choc	  thermique	  (E.	  coli)	  
•  MicroinjecKon	  (laboratoires	  spécialisés)	  
•  ElectroporaKon	  (choc	  électrique,	  formaKon	  de	  pores	  dans	  la	  membrane)	  
•  Virus	  

	  

hlp://acces.ens-‐lyon.fr/bioKc/procreat/clonage/html/
TechniquesTransgenese.htm	  
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TransfecKon	  au	  PEI	  

	  
Tests	  préliminaires	  pour	  les	  raKos	  PEI/
ADN	  à	  uKliser	  
	  
Polyplexe=globalement	  posiKf,	  se	  fixe	  
à	  la	  membrane	  négaKve,	  puis	  
endocytose	  
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SélecKon	  

•  Résistance	  à	  un	  anKbioKque	  (Kanamycine	  pour	  E.coli,	  G418	  pour	  les	  eukaryotes)	  
•  Synthèse	  d’un	  nutriment	  essenKel	  
•  Synthèse	  d’une	  enzyme	  essenKelle	  
•  Synthèse	  de	  molécules	  fluorecentes	  

	  
	  
	  
	  
FACS:	  tri	  des	  cellules	  par	  fluorescence	  
	  

hlp://www.bio.davidson.edu/courses/genomics/method/facs.html	  
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A	  votre	  avis?	  

Probléma'ques	  actuelles	  
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On	  aleint	  des	  concentraKons	  très	  élevées	  en	  biomasse	  (100-‐150	  millions	  de	  
cellules)	  à	  problème	  de	  la	  demande	  en	  oxygène	  
	  
ModélisaKon	  à	  obtenir	  des	  ouKls	  de	  prédicKon,	  obtenir	  des	  réseaux	  
métaboliques	  plus	  précis	  
	  
Cisaillement:	  combiner	  un	  mélange	  homogène	  et	  un	  bon	  transfert	  d’oxygène	  
avec	  un	  cisaillement	  acceptable	  
	  
Stratégies	  fed-‐batch	  et	  perfusion:	  d’autant	  plus	  qu’on	  connaît	  de	  mieux	  en	  
mieux	  le	  métabolisme	  
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Kim,	  J.Y.,	  Kim,	  Y-‐G.,	  Lee,	  G.M.,	  (2012).	  CHO	  cells	  in	  biotechnology	  for	  producKon	  of	  recombinant	  proteins:	  current	  state	  and	  
further	  potenKal.	  Applied	  Microbiology	  &	  Biotechnology,	  93.	  
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Les	  produits	  lactate	  et	  ammonium	  sont	  néfastes	  à	  la	  fois	  pour	  la	  croissance	  et	  la	  qualité	  
du	  produit	  	  	  	  
à Changement	  de	  substrat	  pour	  changer	  les	  sous-‐produits	  	  

à Switch	  vers	  une	  consommaKon	  de	  lactate	  

Forcer	  les	  flux	  dans	  certaines	  voies	  métaboliques	  
	  
	  
	  
Séquençage	  du	  génome:	  ouvre	  la	  voie	  un	  meilleur	  design	  de	  vecteurs,	  plus	  de	  copies	  lors	  
de	  la	  traducKon	  	  
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Pourquoi?	  

•  Marché	  des	  anKcorps	  monoclonaux	  en	  expansion	  
•  Toujours	  faibles	  Ktres	  d’anKcorps	  dans	  les	  cellules	  mammifères	  

•  S’inscrit	  dans	  les	  études	  récentes	  sur	  le	  métabolisme	  
•  ConKnuité	  avec	  des	  projets	  de	  modélisaKon	  déjà	  existants	  au	  sein	  du	  

laboratoire	  
	  

ObjecKfs	  

•  Augmenter	  la	  producKon	  spécifique	  d’anKcorps	  dans	  des	  
plateformes	  CHO	  

•  Valider	  le	  modèle	  métabolique	  disponible	  au	  laboratoire	  et	  ainsi	  
disposer	  d’un	  ouKl	  de	  prédicKon	  
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Ghorbaniaghdam,	  A.,	  Chen,	  J.,	  Henry,	  O.,	  &	  Jolicoeur,	  M.	  (2014).	  Analyzing	  Clonal	  
VariaKon	  of	  Monoclonal	  AnKbody-‐Producing	  CHO	  Cell	  Lines	  Using	  an	  In	  Silico	  
Metabolomic	  Pla�orm.	  PLoS	  ONE,	  9(3).	  

L’origine	  
Etudes	  métaboliques	  récentes:	  

	  
Lien	  entre	  le	  pic	  de	  producKon	  et	  un	  
switch	  de	  métabolisme	  vers	  les	  voies	  

oxydaKves	  (Pentose	  Phosphate	  
Pathway,	  cycle	  TCA)	  
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Lignées	  cellulaires	  

CHO-‐HP	  
	  

Produit:	  anK-‐CD20	  
Milieu:	  HyCell	  TransFx-‐C	  (GE	  Healthcare)	  

	  
Système	  d’inducKon	  au	  cumate	  

	  

CHO-‐EG2	  
	  

Produit:	  Eg2	  
Milieu:	  HyCell	  TransFx-‐C	  (GE	  Healthcare)	  

	  

Mullick	  et	  al.	  (2006).	  The	  cumate	  gene-‐switch:	  a	  system	  for	  
regulated	  expression	  in	  mammalian	  cells.	  BMC	  Biotechnology,	  6(43).	  
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Méthode	  

Vecteur	  pDsRed	  (Clontech	  
Laboratories	  Inc.)	  

TransfecKon	  transitoire	  
	  

PEI	  linéaire	  25	  kDa	  
	  

RaKo	  de	  transfecKon	  PEI/ADN:	  1/1	  et	  2/1	  
	  

TransfecKon	  avec	  le	  plasmide	  vide	  (sans	  
l’enzyme)	  pour	  rejeter	  l’effet	  de	  la	  transfecKon	  

en	  elle-‐même	  
	  

t=0	  :	  inoculaKon	  
t=24h:	  transfecKon	  

t=48h	  inducKon	  au	  cumate	  (CHO-‐HP)	  

Clonage	  du	  gène	  codant	  pour	  la	  
G6PD	  a	  été	  réalisé	  par	  un	  collègue	  

(Gupte)	  
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Résultats	  

24h	  après	  transfecKon	   72h	  après	  transfecKon	   96h	  après	  transfecKon	  

Image	  en	  fluorescence	  des	  CHO-‐EG2	  après	  transfecKon	  
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Résultats	  préliminaires	  

TransfecKon	  

InducKon	  

InducKon	  
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Résultats	  préliminaires	  

TransfecKon	  

TransfecKon	  
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Conclusion	  et	  travaux	  à	  venir	  

Les	  simulaKons	  du	  modèle	  sont	  en	  accord	  avec	  la	  lilérature	  
Les	  premiers	  résultats	  confirment	  l’hypothèse	  de	  départ	  

•  ConfirmaKon	  de	  surexpression	  de	  l’enzyme	  par	  Western	  Blot	  et	  RT-‐
PCR	  

•  FACS	  (cell	  sorKng)	  pour	  évaluer	  précisément	  le	  pourcentage	  de	  
cellules	  transfectées	  et	  faire	  une	  batch	  de	  cellules	  100%	  transfectées	  

•  Test	  d’autres	  enzymes	  repérées	  avec	  le	  modèle	  
•  UKlisaKon	  d’autres	  plateformes	  cellulaires	  

•  Développement	  de	  lignées	  stables	  
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