TROISIEME PARTIE :

BIOTECHNOLOGIES
ET
ANIMAL-MEDICAMENT

Le clonage animal suscite de grands espoirs dans le domaine de la médecine humaine. De
pistes sérieuses existent actuellement : les animaux « usines a médicaments » (ou bioréacteurs
les animaux donneurs d'organes. Apres avoir exposé les principes fondamentaux de ces techniqu
nous ferons le point sur 'avancée actuelle de ces deux pistes.
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A Les animaux usines a médicaments

A.1. La place des animaux dans la production de pro téines
pharmaceutigues

A.1.1 Protéines pharmaceutiques et bactéries

Les protéines d'intérét pharmaceutique ont commenéé&e utilisées au cours des années
1920 avec l'insuline extraite des pancréas de p@i@&ne si celle-ci n’a posé aucun probléme
pendant des années, une insuline humaine a comneerétée préparée a partir de bactéries
recombinantes vers 1980. Cette protéine s’est avglés efficace et a été adoptée par tous les
diabétigues. Plusieurs autres protéines et notamnthermone de croissance humaine, ont ainsi été
préparées. C'est également avec cette techniquyaratkiction qu’on s’est affranchi du prion a
I'origine de nombreux cas dwealadie Creutzfeldt-Jakob chez les patients traités avec I'hormone
issue de tissus humains.

Ces premiers succes ont rapidement montré la lideiscbactéries qui sont incapables de synthétiser
des protéines ayant une structure complexe. En, giteur étre stables et activ@s vivo, ces
protéines doivent subir de multiples modificatigust-traductionnelles. De plus certaines protéines
sont produites en si grande quantité par la bactgrielles forment des agrégats d’ou il est difici
d’extraire la protéine d’intérét sans la dénaturer.

A.1.2 Protéines pharmaceutiques et eucaryotes

Les principales modifications sont le repliemeatclivage, I'association des sous-unités, la
g-carboxylation et la glycosylation. Certains orngames eucaryotes comme les levures les
champignons et les algues unicellulaires peuventcititivés a grande échelle et sont capables de
réaliser des modifications post-transcriptionnellés,52,220,85]. Cependant, ces systemes sont
rapidement limités dans la copie des modéles deipphumaine et peuvent donner des produits
recombinants possédant des propriétés indésiratlasne une protéine peu active ou immunogene
(présence de sucres spécifiques aux levures etpitpaoms). Des levures modifiées génétiquement,
exprimant des genes codants pour des enzymes sadpes de glycosylation, sont capables de
sécréter des protéines possédant des carbohydiatédgires a ceux trouvés dans les protéines
humaines [109]. Mais ces levures ne peuvent enpas mimer completement la synthése de
protéines humaines.

Des cellules d’insecte offrent une production @dgquate [82] mais leur systeme de culture limite
son utilisation a I'échelle du laboratoire. Cesludes ne possedent qu'un seul modele de
glycosylation. La culture de cellules métazoairesuasi été utilisée comme bioréacteur mais est
trop difficile a exploiter a grande échelle.
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A.1.3 Protéines pharmaceutiques et plantes

Les plantes transgéniques offrent également déstEmtes possibilités [98], la transgénese
étant relativement aisée chez les plantes. Lareultie ces plantes est facile et permet de hauts
niveaux de production. Il ne faut cependant padi@ubn facteur limitant, qui est le risque de
dissémination incontrélée de protéines. Les pregiatrangeres peuvent étre stockées dans les
feuilles ou les graines selon jgomoteur utilisé. Pour la production de protéines d'intérét
pharmaceutique il est difficile de purifier la pkote d’intérét (présence de protéases) et de la
séparer de substances mal tolérées par les pafi@rdtsence de polyphénols). La encore, la
glycosylation effectuée par la plante est difféee(firésence de xylose) de celle de 'lhomme et
induit une réponse immunitaire néfaste chez I'homme
Des expériences encourageantes [95,117] concelagmbduction de protéines pharmaceutiques
par les plantes ont été menées, mais ces résudtgisuvent prédire si cette technique va s’étendre
au marché pharmaceutique.

A.1.4 Protéines pharmaceutiques et animal

Les modifications post-transcriptionnelles rechéeshne se produisent complétement que
dans des cellules de mammiferes. Malgré le colprdeuction, elles sont cultivées dans des
fermenteurs a I'échelle industrielle [7]. La cultude ces cellules permet de produire quelques
kilogrammes de protéines recombinantes par an amecglycosylation aléatoire de la protéine
d’intérét.

Il reste alors l'utilisation de I'animal entier come support de production de protéines humaines :
retour aux sources. La production par un animahsgganique laisse présager des codts de
productions bas avec une grande quantité de pestdéa qualité. En contrepartie, la difficulté a
séparer les protéines humaines des protéines danéh est un inconvénient. Une attention
particuliere doit étre accordée a la préparatiopridééines et a la présence d’éléments pathogenes
actifs chez I'humain. De plus, certaines protéinesombinantes peuvent étre actives et donc
directement déléteres pour I'animal producteur.

Les avantages de l'animal bioréacteur ne sont gagigeables par rapport aux autres
techniques évoquées (Fig.14, annexe 1). Ces anismite support de nombreux espoirs.
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Figure 14Les qualités respectives des différents systémes de production de protéines (cf
annexe 1 pour plus de détails)
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TRENDS in Bisdechnology

«vitesse »: du gene a la production, «colt/g » co(t total de la marchandise, « production a grande
échelle » : facilité et rapidité de production, « Réglementation » considération des produits ayant obtenu une
autorisation jusqu’'a présent.

Traduit de I'anglais. Source: Dyck M. K., Lacroix,Pothier F., Sirard M.-A. Making recombinant peots in animals — different
systems, different applications. TRENDS in BioteldgyoVol.21 No.9 September 2003

Nous allons voir comment ces animaux sont prochotsr faire ensuite un tour d’horizon
sur la production issue des animaux bioréacteurs.

.A.2. Techniques de production d’animaux transgéniqu es

De multiples techniques existent pour créer desank transgéeniques, selon les espéces, on
retrouve :

A.2.1 La microinjection d’ADN dans les pronucléi emibyonnaires

Cette méthode repose sur l'introduction d’'un geneplus dans le pronucléus male d'un
ovocyte fécondé. L’ADN introduit peut provoquer dar- ou sous-expression de certains genes.
Comme l'insertion est ici aléatoire, le géne inégrune forte probabilité de ne pas s'intégrer dans
un site favorisant son expression. Le transgend pessi étre a l'origine de « mutations par
insertion » en perturbant la fonction des géenes@tides selon le site d’intégration [68]. L'ceuf
fécondé et génétiquement modifié est réeimplantés dawviducte d’'une femelle porteuse. Si le
transgene a été intégré trop tardivement, apréighbat de mitose des blastomeres, les cellules de
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'embryon ne contiennent alors pas toutestrlnsgeéne Les animaux (souris, rat, lapin, porc,
poisson) ainsi obtenus sont des animeosaiquesou chimeres Un transfert de gene idéal doit
avoir le transgene présent dans la lignée de esllgerminales pour pouvoir assurer une
descendance également transgénique. La premierragén (F1) peut alors se composer de
chiméres. Des croisements consanguins doivent étoeseffectués sur 10 a 20 générations jusqu'a
ce que des animaux transgénighemozygotessoient obtenus et que le transgéne soit présaest da
toutes les cellules de I'animal.

Malgré toutes les difficultés a surmonter, cettdhteque a été utilisée jusqu’a trés récemment pour
produire les premiers ruminants transgéniques ®rainants « bioréacteurs » [40,73,329]. Etant
donné que, seule une petite proportion d’animatégient le transgéne, plus de 1000 ovocytes
bovins, 300 ovins et 200 caprif822,258,310]doivent étre injectés et transférés chez des
receveuses pour produire un seul ruminant tranggéniPour parvenir a un animal transgénique
« utilisable », plusieurs lignées de ruminants dg@miques sont constituées pour optimiser les
chances d’obtenir au moins une lignée avec un niggavé d’expression du transgéne. En utilisant
cette technique, la production d’'un troupeau erdeeruminants transgéniques nécessite au moins
deux générations, ce qui est peu efficace et tréeax [258,310].

Faute de pouvoir fabriquer & volonté du bétail dggmique, « recopier » a linfini I'animal
transgénique obtenu a grand-peine a été envisaendant, la procédure de clonage somatique
(cf. paragraphe A.2.5) ne s’avere guere plus efficat cette approche ne s’avérerait pas moins
onéreuse, une amélioration des procédures estsadmes

A.2.2 L'usage de vecteurs lentivirus ou transposons

Cet usage a amélioré I'efficacité de la microinmtt Il a été utilisé avec succes chez le porc
et les ruminants [128].
Des embryons sont infectés par un ou plusieurssviecombinants. Immédiatement apres
I'infection, le rétrovirus produit des copies d’ADdé ses ARN, ces copies sont intégrées au hasard
dans la cellule héte généralement sans réarrangameié¢létion. Le transfert de génes par cette
méthode approche des 100% de cellules transféegdedépendant, comme pour la microinjection,
les inconvénients de linsertion au hasard sonjotos présents. Pour des raisons de sécurité, les
rétrovirus utilisés pour créer des animaux tranggs, ne sont capables d'infecter que I'espece
concernée, évitant toute contamination involontaides lignées humaines.
L’intégration d’ADN étranger est toutefois limitéa taille (<15 kb), le nombre d’intégrations est
difficile a controler et des interférences entrexpression du transgene et les séquences du
rétrovirus sont possibles. La encore des chiménesabtenues.

A.2.3 Le sperme comme vecteur

Le sperme, utilisé comme vecteur [10,36,88,121,1&8] modifié pour étre porteur d’ADN
étranger. Il est utilisé ensuite pour effectuer udeondationin vitro. L'implantation de
spermatogonies transfectées peut également étisaghe comme méthode de fécondatiorivo
[23].

Cette technique a été utilisée avec succes chemulss et le porc [36,121,128].
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A.2.4 La transgénese dans des cellules pluripotentes

Les cellules pluripotentes (indifférenciées) sait des cellules souches embryonnaires soit
des cellules souches germinales. La séquence d’ADblsie est insérée par recombinaison
homologue dans une cultui@ vitro de cellules souches embryonnaires. Ces modifitsitio
génétiques ciblées incluent le remplacement, llidaéion et la mutation spécifique de certains
genes (un allele ou les deux) a des sites actifgétome, ainsi que l'addition précise de génes
étrangers au génome. Les cellules modifiees sorg altégrées a un embryon au stade blastacyste
L’animal obtenu est un animal chimére, possédard dellules normales et des cellules
transformeées. Cette méthode est utilisée pourivaalies genes ciblés (méthokleock-out). Pour
une raison inconnue, les cellules pluripotented sapossibles a obtenir chez d’autres animaux
[68,128] que la souris et réecemment le poulet.

A.2.5 Latransgenése dans des cellules somatiquégansfert nucléaire

Cette méthode crée des animaux clonés par tramsfeldaire. Elle a été utilisée pour créer
des ruminants et porcs transgéniques [68,128].
Dans l'optique de la création de lignées d’anima@nsgéniques, l'intérét de la technique de
transfert de génes par microinjection est plutétité. Le clonage somatique ouvre d’autres
perspectives.

Des cellules issues d’'un embryon, d’'un feetus om dissu adulte sont transfectéasvitro
par les techniques standaskimiques (lipides, phosphate de calcium), physgigectroporation,
injection directe, bombardement de géene) ou tratisfe rétrovirale. La combinaison des cultures
cellulaires et de la transgenése autorise des ioatiliins précises du génome pacombinaison
homologue restreintes precédemment a I'emploi de cellubesises. Les cellules transfectées sont
ensuite sélectionnées selon l'intégration du transegune lignée cellulaire stable est alors établie
Cette lignée cellulaire peut également provenirnd'wbiopsie issue d’'un animal transgénique
produit d’une autre facon. Comme les cellules ¢ééis peuvent étre congelées et stockées, la
source de noyaux donneurs ne constitue pas urnufdotetant, permettant la production d’'un grand
nombre d’individus.
Le matériel génétique d’'un ovocyte est ensuitev@nlauis remplacé par celui issu des cellules
transgéniques (Fig. 15). L'embryon transgéniqusiabtenu dérive de la transplantation d’'un seul
noyau geénétiguement modifié dans un ovocyte énudl@ate notion de mosaicisme est éliminée,
en méme temps la transmission du transgéene araeligerminale est obligatoirement assurée.
Avec une sélection appropriee de la lignée celieldransgénique, la majorité des animaux
transgénigues exprime le transgéne correctemertte Gechnique réduit significativement le
nombre d’animaux requis pour produire une lignéagsgéniqué¢l4,253] Les temps de production
de protéines recombinantes par ces animaux traiggéEnsont réduits par I'usage du transfert
nucléaire [22].

Bien que séduisant, ce protocole associant cloeatyansgenése connait quelques limites et
souleve d'autres problemes concernant le bétail.
Le nombre de meéres porteuses pleines apres lefdramsembryon est faible et la mortalité
postnatale est élevée [27@Mes différences sont notées entre les especes, lebechevres par
exemple, des taux de réussite acceptables sortrtapsans haute incidence d’avortement comme
chez les bovins [13,145]
Certains types cellulaires paraissent étre pluefaent génétiquement modifiables que d'autres ;
I'efficacité du transfert nucléaire et la viabilitke la progéniture en est modifiee [142,309,316]
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Chez les bovins par exemple, féroblaste est considéré comme un bon candidat aux
manipulations génétiques. Il posseéde une des éaisicjues essentielles pour utiliser cette
technique : une grande durée de vie en culture gimtm En effet, les cellules doivent étre
maintenues en culture longtemps pour parvenir e trelles ou l'insertion du transgene est
correcte : les colonies transfectées doivent eddin d’obtenir une population suffisante pour
envisager la sélection (testage génétique).

Ces resultats montrent qu'avec une sélection apgepde cellules de donneurs et dautres
améliorations techniques, les probléemes associésiasfert nucléaire devraient diminuer.

Ces différentes méthodes ont été décrites dangamtes revues [125,126,71,303], elles
sont résumeées dans la figure 15 suivante.
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Figure 15 Différentes méthodes pour produire des animaux transgéniques.
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(1) Transfert d’ADN par micrioinjection directe dans le pronucléus ou le cytoplasme de I'embryon

(2) Transfert d’ADN par transposon : le géne d’intérét est introduit dans le transposon qui est injecté dans un pronucléus

(3) Transfert d’ADN par un lentivirus vecteur : le géne d'intérét est inséré dans le lentivirus vecteur qui est injecté entre la zone
pellucide et la membrane de I'ovocyte ou de I'embryon

(4)Transfert d’ADN par le sperme : le sperme est incubé avec un géne étranger et injecté dans le cytoplasme de I'ovocyte pour
une fécondation par ICSI (Intracytoplasmic Sperm Injection)

(5) Transfert d’ADN par des cellules pluripotentes : I’ADN est introduit dans une lignée de cellules pluripotentes (ES: embryonic
stem cells ou cellules souches embryonnaires : lignée établie a partir d'un embryon jeune, EG: embryonic germ cells: lignée
établie a partir des cellules germinales primaries des gonads d'un foetus). Les cellules pluripotentes contenant I'ADN sont
injecté dans un embryon au stade précoce pour créer un animal chimérique portant le géne étranger;

(6) Transfert d’ADN par clonage : le gene étranger est introduit dans des cellules somatiques, leur noyau est introduit dans le
cytoplasme d’un ovocyte énucléé pour créer des clones transgéniques. Les méthodes 4, 5 et 6 permettent I'addition du géne au
hasard et l'intégration ciblée du géne par recombinaison homologue pour I'addition ou le remplacement de gene incluant la
méthode de « knock out » ou de « knock in ».

Source : Houdebine L.-M. Production of pharmaceltiproteins by transgenic animals. Comparative Imoiagy,
Microbiology and Infectious Diseases 32 (2009) 17
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A.2.6 Le chromosome artificiel

L’expression du transgéne étant améliorée parutajie séquences d’ADN spécifiques, le
matériel a transférer est tres long ; or les moydastransgenése vus précédemment, ont une
longueur d’intégration du transgéne limitée. Cjstirquoi le chromosome artificiel est intéressant,
il peut en effet, contenir de grands fragments d\A@e plus d'une mégabase (Mb). Contrairement
aux méthodes classiques de transgenése, le miorooBome n’est pas intégré a I’ADN hoéte et se
comporte comme un chromosome indépendant, portdapeellule au cours des divisions. Les
chromosomes artificiels ont été initialement dé&ivdes levures, ils contiennent tout ce qui est
nécessaire a leur fonctionnement : des télomeres, ragion centromérique, des origines de
réplication. Des essais d'intégration d’'un YAC (sedrtificial Chromosome) chez les rongeurs
ont produit des résultats encourageants [21,248] ;YAC de 210 kb microinjecté dans des
pronucléi de rats a produit des rats transgénigxg@simant I'alphalactoglobuline ou encore le
facteur de croissance humain dans leur mamell8T6Cependant les YAC s’averent instables
avec des délétions intempestives de l'insert r@jautificiellement. L'utilisation de BAC (Bacterial
Artificial Chromosome), plus stables mais avec possibilité d’insertion inférieure a été testee,
des souris transgéniques ont ainsi été créées.[326]

Récemment, des chromosomes artificiels de mammif@AC) ont été créés avec soit des
éléments chromosomiques endogenes des YAC, so#iéleents extrachromosomiques de virus ou
de BACs et chromosome artificiel P1 (PAC) [308]v@®ses approches ont été utilisées pour créer
des MAC avec les composants nécessaires a uneatépli correcte [81,112,116,288]. Des
chromosomes artificiels humains (HAC) portant lesi ldes chaines lourdes et légeres des
immunoglobulines, ont été créées par plusieurs équipes de rechpr84¢35,152,153,297,298].

Apres le succés de lintroduction des HAC chez $&suris pour produire des anticorps
monoclonauxhumains, la technique est développée chez lel lpgtish des capacités de production
plus grandes. Ainsi, en créant une lignée de eslplossédant un chromosome artificiel puis en
utilisant la méthode du transfert nucléaire, damanx transgéniques plus complexes peuvent étre
créés [154].

A.2.7 La production d’oiseaux transgeniques

L’obtention de poules transgéniques s’est heurtde anombreuses difficultés pendant 15
ans, cependant des anticorps et un interféron téntééemment obtenus dans le blanc d’'ceuf [7,
126].

+

La physiologie de la reproduction des oiseauxgdifite par rapport aux mammiféres, rend
les techniques classiques difficiles a mettre enreell’embryon aviaire se développe a partir d’'un
ceuf jaune assez grand, enveloppé d'une coquille dyres la fécondation. L’embryon se
développe ensuite dans I'ceuf couvé ou incubé. lerdtpeuf fécondé est pondu, son stade de
développement dans le jaune d’ceuf est d’envirorD80&ellules. La plupart des modifications
génétiques des mammiferes nécessitent la manipuldtovocytes fécondés ou d’embryons a un
stade précoce, issus de femelles donneuses. Uneelleoumanipulation est nécessaire pour
transférer 'embryon modifié a une femelle receeels grande taille et la fragilité du jaune d’ceuf
ne permettent pas ces manipulations chez I'oideanjection de transgéne ou le transfert nucléaire
a des stades précoces n’est donc pas envisageable.
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Les trois stades clés utilisés sont les suivaliteuf juste fécondé, 'embryon dans les ceufs juste
pondus, des embryons aprés 2 jours d’incubatiosqle les cellules germinales primaires
(précurseur des gametes) sont accessibles [16Bjn@agpour créer les mammiferes transgéniques,
des virus vecteurs ont été utilisés. Les premieseurs viraux, dérives de rétrovirus aviaires,
avaient un taux de production d’'oiseaux transgéni@ible (10%). L'usage d’un lentivirus dérivé
du virus de I'anémie infectieuse équine a été dadppd, avec une obtention de 100% d’animaux
chimériques et une transmission a la lignée germiplas fréquente. Concrétement, le virus porteur
du transgéne est « emballé » dans une enveloppéique provenant du virus de la stomatite
vésiculaire, apres culture sur cellules, les vestsont injectés dans les ceufs juste pondus qtii son
ensuite incubés. L’embryon en développement esli aiansfecté et de I'ceuf nait une chimere
(Fig.16).

Figure 16 Un apercu schématique des étapes de la production de poules transgéniques

A Develop viral constructs B |pject virus into embryo
and transfect cell line C culture embryo
to hatching

D Raise founders
to sexual maturity

E Cross with Wild-type hens
and screen offspring

(A) Une construction virale efficace pour I'expression du transgéne est développée puis transférée dans
une lignée cellulaire appropriée. (B) Un haut titre de virus est injecté sous le blastoderme d’'un oeuf non
incubé (C) Les embryons injectés sont cultivés pendant 21 jours dans une couveuse. (D) Les poulets
chimériques (GO0) sont élevés jusqu’a la maturité sexuelle (E) les fondateurs (avec une semence positive
au transgene) sont accouplés avec des poules de type sauvage, la présence du transgéene est recherchée
dans la descendance G1. (illustration par Jennifer Petitte).

Source : Pettite JN, Mozdziak PE. The incredibléledand therapeutic egg. Proc Natl Acad Sci USA
2007;104:1739-40.

Quelle gque soit la technique utilisée, le taux éassite mesuré en nombre de naissances
d'animaux vivants porteurs du transgene est tibtefdl n’en reste pas moins que les chercheurs
persistent et que les animaux transgéniques ombhoreux usages aujourd’hui.
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.A.3. Production de « bioproduits »

A.3.1 Optimisation de I'expression du transgéne

Pour étre exprimé d’'une maniére correcte, le trmsgloit contenir un promoteur (éléments
de séquence dispersés sur lesquels se fixent cesifa de transcription), deshancers(plusieurs
éléments de séquence tres proches sur lesqu@esedes facteurs de transcription), des isolateur
(limitant les interactions entre les promoteurseats éléments régulateurs tels que les enhancers,
Ces séquences pourraient agir sur la transcripsioih,comme de simples barrieres en bloquant la
progression de protéines régulatrices le long adilamatine, soit en modifiant I'organisation ou la
structure des fibres de chromatine), des intronseerminateur de transcription [126]. Ainsi des
constructions moléculaires permettent de pilotefolectionnement d’un transgéne dans I'espace
(dans un tissu donné), et dans le temps (& cemaoments de la vie fceetale ou adulte). Pour la
majorité des animaux réacteurs, c'est dans legladt les protéines d'intérét pharmaceutique sont
produites. Une expression maximale dans la marestl@lors recherchée, I'expression dans le lait
est effective avec les promoteurs de génes de=ipest du lait [97,239]. Il est possible de
transfecter de fagon stable les cellules somatifoeses avec une construction contenant un géne
humain lié & un promoteur (connu pour fournir urpression élevée du transgene dans la glande
mammaire). L'expression dans le blanc d’ceuf essiptes en utilisant un promoteur du géne de
I'ovalbumine. L'utilisation de longs fragments d’ADcontenant le promoteur spécifique stimule
encore plus I'expression du transgene étrangerl(FigCette stimulation a été démontrée pour le
promoteur du géne d’'une protéine du lait : WAP g@ifdey Acidic Protein) [235]. Des éléments
de ce long fragment d’ADN devraient étre identifggsur construire prochainement des vecteurs
compacts exprimant le transgéne plus efficacen@sy.

Figure 17 Exemple schématique de séquence d’un transgéne utilisé par BioProtein
Technologies pour produire une protéine d’intérét dans le lait de lapine

::--:I—-—_

Pr%n‘:t;ur m

Source : BioProtein Technologies, services>intéllat property, Site de BioProtein Technologies [digne]
http://www.bioprotein.com/gb/services.htm#jiiage consultée le 31 octobre 2009)

Construire un vecteur d’expression efficace powdpire une protéine thérapeutique n’est
pas une opération standard comme le montrent lesal@emples suivants de production de vaccins
recombinants.

=+ Des vaccins recombinants contre la malaria sontellement en étude [92]. Une des
protéines initialement obtenue dans le lait de iso[#83] est maintenant en cours de
production dans le lait de chévre. D’'une facontaratue I'antigene produit dans le lait de
souris avait perdu ses propriétés de vaccinatiocepgu’il était glycosylée.
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=+ Le second exemple est la production de protéinez &R/P6 d'un rotavirus chez un lapin
transgénique [271]. Le génome du rotavirus est éomie quelques fragment d’ARN
indépendants. Le virus est répliqué dans le cysopéaet ses protéines ne sont pas sécrétées
individuellement. Les modifications suivantes déquences nucléotidiques de VP2 et VP6
ont été réalisées : élimination des sites d'épissaetgde quelques sites de glycosylation,
addition d'un peptide signal et adaptation des osdwour optimiser I'expression des deux
ADNCc dans la mamelle de I'animal. Les ADNc modifi@ést été introduits dans un vecteur
adapté [126]. Cette construction a rendu possibled-sécrétion dans le lait des deux
protéines virales jusqu’a une concentration de B@@ml. Ces protéines produites par le
lapin sont capables de protéger la souris contveus [272].

A.3.2 Les différents systémes animaux transgéniques

Les animaux traditionnels d’élevage comme les &vinoutons, chévres, porcs et méme
lapins ont des avantages significatifs pour la potidn de protéines recombinantes par rapport aux
systemes classiques de production de protéinesntecantes (cf. 8 plus haut, A.1l.la place des
animaux dans la production de protéines pharmanpeeg). Le site de production le plus prometteur
pour les protéines recombinantes, est la glandemazém. Des fluides corporels sont également
explorés comme le sang, I'urine (I'épithélium desésssie secrete la protéine recombinante mais les
concentrations obtenues sont trés basses [14628}),,8 liquide séminal [70], ’'hémolymphe de
larve d’insecte [176].

Récemment le blanc d’ceuf [166,330] a été utilisémeore les glandes a soie [237].

Isoler de I'hémoglobine humaine recombinante pridpar le porc dans son propre systeme
circulatoire a été essaye, mais la tache est ithffien raison de la grande similitude entre
I’'hnémoglobine humaine et I'hémoglobine porcine [R93 sang n’est pas utilisable la majorité du
temps, il ne peut pas stocker de hauts nivaux detipes recombinantes. De plus, les protéines
recombinantes dans le sang peuvent altérer la dasténimaux alors que la production dans le lait
évite tous ces problémes. La production de prosénreeombinantes a été étudiée chez plusieurs
especes dont voici un apergu des avantages etigci@mts de chacune :

Lapins

Cette espéce offre de nombreux avantages. Le éspiphylogénétiguement plus proche des
primates que ne le sont les rongeurs et les rurtinaa glande mammaire des lapins possede des
capacités post-transcriptionnelles plus prochesetles de 'Homme comparées aux capacités des
ruminants. La glande mammaire produit des protéimgm-fucosyléexe qui présente un intérét
pour la production d'anticorps monoclonaux a méxgaaid'action ADCC. Des sialilations avec un
mélange de formes NANA (N-Acétyl Neuraminic Acid)MGNA (N-Glucolyl Neurmaninic Acid)
sont réalisées. La plupart des lignées CHO utdisée bioproduction génerent des protéines
hautement fucosylées et avec 100% de formes NGHMésis, alors que les protéines humaines
sont NANA sialilées. C’est donc un animal de chodur produire des glycoprotéines humaines et
des vaccins recombinants.
Un temps de gestation trés court (1 mois) et untuna@gon sexuelle rapide (4 mois pour les
femelles et 5 mois pour les méles), 8 a 10 popdesn de 8 laperaux en moyenne, permettent de
générer rapidement (Fig.18 et Tabl.8) une ligné@midiaux transgéniques avec un faible codt de
revient. Lapremiére lactation des femelles fondatrices estrale# 6 mois apres I'étape de micro-
injection du transgene dans les embryons. En péales méales fondateurs sont croisés avec des
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femelles non-transgéniques pour donner naissancka aeuxieme génération de lapines
transgéniques qui permettra une rapide montée msgnece industrielle. Le délai nécessaire pour
pouvoir commencer la traite des lapins de deuxigémration est approximativement de 12 mois
apres les premieres micro-injections.

Insensible au prion et n'étant pas la cible de diata sévéres transmissibles a I’homme,
I'exploitation dans un statut sanitaire controléfasile.

La production de lait est relativement élevée jis@b0 ml de lait par jour de lactation, soit un
volume de 10 & 15 | de lait par an et par fem@&@hefonction du niveau d’expression du transgene,
la concentration en protéine recombinante et caapntre 0.1 et 10 g par litre de lait. La majorité
des protéines thérapeutiques actuellement sur kehdaont des indications qui nécessitent une
production mondiale annuelle inférieure a 10 kgaeéines, ce qui reste adapté pour le lapin.

Figure 18Schéma comparatif du cycle de reproduction de la vache, de Ia
chévre et de la lapine
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Source : BioProtein Technologies, science >aboubbif, Site de BioProtein Technologies [en ligne
http://www.bioprotein.com/gb/science.h{page consultée le 31 octobre 2009)

Porcs

Comme les lapins, les porcs sont capables de pedas protéines avec des modifications
post-transcriptionnelles proches de celles de ltmemSes caractéristiques de reproduction sont
aussi favorables (Tabl.7) avec une gestation coume premiére portée précoce, des truies
prolifiques. Les porcs peuvent étre élevés aveestatut sanitaire controlé de par I'existence de
lignées sans pathogénes. Les truies produiseniedephus grandes quantités de lait (300 I/an) que
les lapines mais ont un colt de production querplis élevé.

Ce n’est pas sur le lait que se distingue le pam@&hcteur mais sur le liquide séminal [68]. Ereeff

la semence de porc contient 30 mg de protéineitparel le verrat peut produire 200 a 300 ml de

semence 3 fois par semaine avec un total de 6-8 gratéine par éjaculat. La sécrétion de la
protéine recombinante étant exclusivement exocteesque d’interaction avec la physiologie de

I'animal est minimisé. Avec une maturité sexuell@1®-125 jours et une production de sperme
continue sur toute l'année, le porc est donc umébicteur a explorer. Des recherches sur les
séquences régulatrices et les promoteurs condussfiekpression de protéines dans les glandes
sexuelles males des porcs sont en cours.

78



Ruminants

Les ruminants sont plus appropriés pour produirgrdades quantités de protéines. Il a été
calculé que la quantité d’antithrombine Ill obtenp@ an avec les chévres transgéniques était
I'équivalent de l'utilisation de 90 000 échantilbbde sang humain [71]. Cependant, leur maturation
post-transcriptionnelle des protéines n’est pasidiien que celle des lapins ou des porcs. Le cycle
de reproduction requiert un temps assez long (§ig@tlTabl.7), de la naissance a la premiére
lactation. GTC therapeutic [105] rapporte un dd&il8 mois entre l'introduction du transgéne et la
premiére lactation de ses chévres et une durée3 deois pour une premiére lactation de chévre
obtenue par un fondateur male.

Avec les niveaux d’expressions moyens dans leléaitplume moyen de lait produit, I'efficacité de
la purification, les estimations suivantes sontrdms en 1999, par an [27] :

%+ 5 400 vaches nécessaires pour produire les 10&@0d'albumine sérique humaine requis
par an dans le monde
% 100 chévres pour 100 kg d’anticorps monoclonaux® viches nécessaires pour produire
les 100 000 kg d’'albumine sériqgue humaine reqaisap dans le monde
% 100 chévres pour 100 kg d’anticorps monoclonaux
%+ 4 500 moutons pour produire 5 000 kg d’alpha-aygme (a-AT)
%+ 75 chévres pour 75 kg d’antithrombine Il (AT)LII
Dix ans aprés, les estimations d’effectifs sontussva la baisse (Tabl.8), les techniques de
production s’étant améliorées.

Tableau 7Comparaison du temps requis pour obtenir des protéines recombinantes
chez les différentes espéces d’animaux transgéniques

Rabbit Pig Sheep Goat Cow
Gestation time (months) 1 4 5 5 9
Age at sexual maturity (months) 5 6 8 8 15
Time between gene transfer and first lactation (months) 7 16 I8 18 33
Number of offspring 3 10 1-2 1-2 1
Annual milk yield (liters) 15 300 500 800 S000
Recombinant protein per female per year (kg) 0.02 1.5 25 4 40

Source : Houdebine L.-M. Production of pharmacealtygroteins by transgenic animals. Comparative Imoiagy, Microbiology
and Infectious Diseases 32 (2009) 107-121

Tableau 8Niveau possible de production de protéines recombinantes dans le lait
des différentes espéces d’animaux transgéniques

Protein Estimated need (kg year ') Species Herd size
Human serum albumin 100,000 Cow 5400
o-1-Antitrypsin 5,000 Sheep 4,300
Monoclonal antibody 100 Goat a8
Anti-thrombin-II1 75 Goat 43
Factor IX 2 Pig 4
Protein Cl inhibitor 1 Rabbit 30

Source : Houdebine L.-M. Production of pharmacealtjgroteins by transgenic animals. Comparative Imoiagy, Microbiology
and Infectious Diseases 32 (2009) 107-121
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Poules

La difficulté a obtenir des oiseaux transgéniques a été surmontée recemment [166,303,330]
et l'ceuf est désormais considéré comme un systeme prometteur. L'utilisation de poules
transgéniques combine de nombreux avantages.

La poule a un cycle de reproduction court par rapport aux ruminants avec une capacité de
multiplication exponentielle. Un coq peut étre accouplé avec 10 poules par jour et chaque poule
peut pondre 10 ceufs fécondés. Ainsi, une fois un cog transgénique créé, celui-ci peut engendrer
plus de 100 000 individus transgéniques par an [165]. La poule peut étre élevée en grand nombre
dans un milieu clos et produire un nombre impressionnant d’ceufs sources de protéines
recombinantes (environ 300 ceufs par an). De plus, une lignée de poules sans pathogene spécifique
est désormais disponible [140] et I'ceuf a l'avantage d’étre un milieu stérile avec des protéines
stables. Les poulets ayant une physiologie difféerente des mammiferes, de nouvelles perspectives
sont alors ouvertes pour la production de protéines toxiques par les mammiféres (par exemple,
I'érythropoiétine humaine).

Concernant la maturation post-transcriptionnelle, les données sur les oiseaux sont peu
nombreuses ; une étude sur la glycosylation des IgG chez différentes especes [224] a mis en
évidence que les oligosaccharides de poulet incorporent uniguement l'acide N-acétylneuraminique
(NANA) comme I'Homme (cf paragraphe sur les lapins). Les autres animaux utilisés jusqu’'a
présent, produisent des formes NGNA. Ce point a une certaine importance car il ne peut étre exclu
gue les protéines contenant la forme NGNA induisent la formation d’anticorps neutralisants chez
les patients, méme si ce phénomene n’a pas jusqu’a ce jour été observé. De plus, les poulets ne
produisent pas déi1-3-galactose [165] ; cette glycosylation absente chez 'Homme, présente chez
les mammiferes utilisés pour produire des protéines recombinantes, est a 'origine de production
d’anticorps pouvant entrainer un rejet. La glycosylation par la poule des protéines recombinantes
doit étre plus étudiée, méme si les protéines natives ont une forme proche de celle de 'Homme,
elles contiennent de nombreuses structures de mannose étrangéres chez 'Homme.

Des études préliminaires montrent que les poules peuvent pondre des ceufs contenant jusqu’a
0.1 g de protéine humaine dans un blanc d’ceuf. Avec 0,1 g de protéine recombinante par ceuf, une
seule poule pourrait produire 30 g de protéine par an [165]. Les effets sur l'intégrité de I'ceuf, de la
production de protéines recombinantes en grande quantité, sont inconnus.
Le blanc d'ceuf contient naturellement 4 g de protéine dont la moitié provient du géne de
I'ovalbumine [114,136]. La composition simple du blanc d’ceuf devrait faciliter la purification des
protéines recombinantes de I'albumen. Les génes de I'ovalbumine et du lysozyme du blanc d’ceuf
ont été étudiésleurs promoteurs et voie d’expression sont donc candidats pour exprimer une
protéine recombinante [165]. Les éléments fonctionnels du gene du lysozyme du poulet sont connus
de maniére plus précise que ceux de I'ovalbumine car le géne a pu étre introduit chez la souris pour
étre étudié.
Le jaune d’ceuf, par sa composition plus complexe que le blanc, rend la purification des protéines
d’intérét plus difficile. Comme le jaune d’'ceuf séquestre jusqu’'a 400 mg d’lgY [165] (8-20 mg
d’lgY par millilitre [238]), une forme d’lIgGil a été utilisée pour produire des IgG chimériques
humains. L'usage du jaune d’'ceuf se destine aliss production d’anticorps recombinants par des
poules transgéniques [165,238] qu’a la production de protéines.

D’aprés L-M Houdebine [127], ce systeme n’est pas fondamentalement plus performant que
le lait (Tabl.9) mais il a 'avantage d’échapper aux brevets portant sur la production de protéines
dans le lait.
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Tableau 9Comparaison des avantages et des limites des différents systémes de

production de protéines recombinantes par les animaux transgéniques.Un nombre de croix
élevé signifie que le paramétre considéré est favable

Systémes de production Sang Lait Blanc Plasma Urine Glande Larve de
d’eeuf  séminal séricigéne drosophile

Niveau de producﬁon +++++ +++++ +++++ ++ ++ ++ ++
Investissement +++ +++ +++ + + +++ +++
Cout de production e+t S 4 ++ + bt RIS
Souplesse RFRT— FHE FRFRRTa. ++ + FRFRE 4
Conservation des lignées et ) b e s B et
Délais pour la premiére production 4 + 4+ (+) R +4+ + PR R
Augmentation d’échelle et ot e+t e+t + PR et
Collecte FRFRTRNIS FRFa. FRFRRTa. . e+t S IR
Effet sur les animaux ++ 4+ ++ + (+) + 4+ (+) ++ + (+) A+ PR
Madifications posttraductionnelles o+t St ++ + (+) 4+ + (+) + 4+ (+) + + (+) ++ (+)
G|ycosy|0ti0n ++++(+) 44+ +4++ ++ 4+ (+) ++ + (4 ++ ++
Purification ++ +++ +++ ++ (+) ++ [+ +++ ++ (+)
Contamination par des pathogénes ++ 4+ 4 4 ++ FRFa RIS
Dissémination dans |'environnement e+t FRFRTE 4+ ERFRFRTAS ATRFRAS FRrar. +HE+
Propriété intellectuelle e+ +++ +++ +++ 4 4+ 4
Considérations bioéthiques e+ +++ 4 4 4+ S IR

Source :Houdebine L.-M. Préparation de protéines thérapgugs a partir des animaux transgéniques. STV 2@In° 1, janvier
2008

A.3.3 Choix de la protéine recombinante a produire

Le transgene qui code pour la protéine d’intéréit @re dérivé d’'un animal de la méme
espece ou non et méme d’une bactérie ou d’'uneeplant

Une des clés de la réussite de la production d&ipes pharmaceutiques est I'innocuité de
la protéine étrangere envers la physiologie deirfiah Malgré la production de nombreuses
protéines d'importance biomédicale, exprimées aweccés dans la mamelle d’animaux
transgéniques, quelques unes ont demontré des eftiEsirables.

Des chevres transgéniques exprimant un activatemalm du plasminogéene dans leur lait, ont vu
leur production de lait chuter prématurément. Celitete a été attribuée a de hauts niveaux de
concentration de la protéine nouvellement exprigté& son interaction avec les composants de la
caseéine [73].

Chez la souris, I'expression de la protéine C rdmoante humaine, a induit un phénotype de
lactation anormal, malgré que les auteurs pensenteg défaut était di aux effets secondaires de la
transgénése et non a la seule expression de Emprdd [209].
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Un autre exemple : des lapins transgéniques exptiohes niveaux d’érythropoiétine humaine bas
dans leur lait, ont montré une fuite de la protéaes leur sang. Ces animaux étaient infertiles et
avaient une viscosité sanguine anormale avec uatoénte élevé [178].

Des effets secondaires moins séveres ont été @sskmsque ’hormone de croissance humaine a
été produite dans le lait de lapine (données nbifigrs, d’'aprés [128]).

Ces problemes devraient étre évités par une saedti transgene, associée a un contrble précis de
I'expression spécifique du tissu. Il est nécessd@eprocéder méticuleusement a la création des
assemblages d’ADN et au « pré testage » de cestrectisns sur des lignées de cellules
transgéniques. Des précurseurs de protéines repanibs peuvent également étre créeés, ils sont
alors produits inactifs durant les étapes de matibn et activés par d'autres procédés.

En plus de produire des lignées transgéniques @cietent dans le lait des niveaux
acceptables de la protéine voulue, sans affectephigsiologie de l'animal, la question de
purification de la protéine doit étre posée. Cetiestion est extrémement importante puisqu’elle
aura une incidence sur I'économie et la commesatibn du produit. La purification d’'une
protéine recombinante avec un codt raisonnable peeEngialement viable, est un point critique de
cette production en raison de la composition cor®pbiu lait [97]. Ces processus doivent étre tres
contrdlés et la méthode documentée avec un caesectthrges précis [89].

A.3.4 Les différentes étapes de production de protéés pharmaceutiques
recombinantes a travers I'exemple du lait

Les objectifs de laltération du lait par la traeegse peuvent se répartir en quatre
catégories :
- La valeur ajoutée du produit : des taux plus &ede caséine pour la fabrication de fromage, un
lait dépourvu de la protéine allergéne du Ifitactoglobuline), un lait avec un taux de lactoas b
pour les intolérants au lactose, un lait avec desémes antibactériennes (lactoferrine humaine,
lysozymes, lysostaphine),... [125]
-Une amélioration de la valeur nutritive : un laitmanisé formulé pour les bébés, un lait de truie a
haute valeur nutritive pour mieux nourrir les péetg un lait enrichi en oméga 3 [125].
- La production de protéines pour le traitementaoprévention de maladie humaine.
- Des biomatériaux : collagene, protéines de la deil’araignée [141,218,331].

Les protéines pharmaceutiques permettent une bisngoosse marge que les protéines agricoles
traditionnelles. Le plus grand intérét économigei¢rguve donc dans les deux derniéres catégories.
La production de ces protéines chez des animatigriaa des avantages significatifs concernant le
risque sanitaire et les colts directs de productmila pourquoi, il parait judicieux d’aborder les
étapes de production d’'une protéine transgenidrevars I'exemple du lait (Fig.19).
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Figure 19 Diagramme de production d’une protéine transgénique dans le lait
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Les animaux fondateurs

Le choix des animaux-source pour réaliser la trangge fait I'objet d’'une attention
particuliere.

Pour obtenir une lignée sans maladie, qui pouaféetter le futur projet, les ruminants-source sont
la plupart du temps originaires de Nouvelle-Zélaadal’Australie qui sont des pays officiellement
indemnes d’Encéphalopathie Spongiforme Transmiss{[89]]JA9). Le gene PrP nécessaire au
développement des maladies a prion a été récemmaxgttvé pour une lignée de bovins [233].
Quant aux lapins et cochons, des lignées EOPS (Exéi@rganismes pathogénes Spécifiques ou
SPF en anglais Specific Pathogen Free) existefaic#itent les procédures. Les animaux sont mis
en quarantaine le temps nécessaire, ils doiverdédes un moyen d'identification permanent et
lisible (tatouage, transpondeur, tag a l'oreille.Lg.troupeau créé, doit étre dans un environnement
maitrisé, avec entrée reglementée des nouveauxdodi Des procédures sont mises en place pour
gérer tous les risques inhérents a I'environnemérevage, les contraintes de la production, les
spécificités de I'espece élevée. Des plans de wation, de contrdle du parasitisme externe et
interne sont mis en place ainsi qu’un contréle médére permanent.

Les qualités de reproduction et de production desnaux choisis sont également
importantes. Nexia a créé une lignée de chévredapédour obtenir des animaux fondateurs. Les
chevres BELE® (Breed Early, Lactate Early) sontiéssd’une lignée de chevres naines d’Afrique
de I'Ouest ayant une reproduction et une lactapficgtoce. Un bouc BELE® peut atteindre la
maturité dés I'age de 15 semaines, alors qu’'un lmwdmaire ne I'atteint pas avant 30 semaines
d’age [199]. Ainsi les délais de production d’'uaupeau transgénique sont réduits et la production
de protéines plus précoce, le processus de conatisation est accélérée. |l est également
indispensable d’accroitre la diversité génétiquel’éviter la consanguinité lorsque la lignée des
fondateurs est établie. Par exemple, Nexia a ctegséhevres fondatrices avec une lignée normale
comme la Saanen ou I’Alpine qui ont une producl#tiere plus élevée que les BELE® [199].
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De la premiére production de protéines a la prodoata grande échelle [89]

Premieres analyses

La production de petites quantités de protéinesmbinantes dans la phase de départ du
projet permet de commencer la caractérisation bhitigue nécessaire de la molécule. La récolte
précoce de lait peut attendre que le stade phygeple naturel de lactation soit atteint ou alors la
lactation peut étre induite chez la chévre parciiga hormonale (a I'dge de 2 mois environ) avant
la maturité sexuelle aussi bien chez les maledeaguiemelles [105].

Avant la récolte, la santé des animaux est cordrfééat général, température corporelle,
état de la mamelle) et des tests sur le lait salisBs pour dépister les mammites cliniques et
subcliniques (aspect macroscopique du lait, CalifoMastisis Testing). Une fois ce check-up
réalisé, la production des animaux sains peutrétraltée. Ces contrdles sont réalisés avant chaque
traite. Les animaux malades bénéficient de soimérim@ires et sont réintroduits une fois guéris,
lorsque le lait ne contient plus aucun résidu dedioaénent ; certains animaux peuvent étre
réformés définitivement.

La premiere production est utilisée pour détermitaetivité biologique, mesurer les concentrations
d’expression, la séquence des acides aminés pspdantlyser les hydrates de carbone de la
molécule et identifier les contaminants. Cette rimfation est nécessaire pour tout produit
recombinant. Cette analyse doit étre réalisée plaague animal transgénique, a différents stades de
lactation et durant différentes lactations pousstaer de la constance du produit tout au longde |
production.

Un taux de 1 mg/ml de lait ou méme plus bas esemable économiquement. A des
concentrations plus élevées, les protéines recant®#s ne sont pas totalement matures et
partiellement glycosylées. La cellule mammaire,uiss, ne peut glycosyler entierement les
protéines recombinantes. La protéine recombinaite/@ (human antithrombin 1l) produite dans
le lait de chevre contient moins d’acide sialique glans la molécule originelle [74]. De la méme
maniere, I'inhibiteur C1 humain, produit dans lé e lapine n’est pas entierement sialilé [149].
Les bonnes pratiques de fabrication doivent asdargécurité, la pureté, I'efficacité de la progin
produite par des contrbles reglementaires de gualit

Une fois les premiéres analyses réalisées, lesaanifondateurs sont choisis pour propager
le transgene et créer une lignée productrice geotgine. La taille du groupe dépend de la demande
du marché pour la protéine recombinante. Lorsquegidads effectifs sont nécessaires des
embryons peuvent étre obtenus d’'une femelle formgatransgénique [14]. L’analyse PCR des
embryons par biopsie permet de sélectionner lesyemb qui ont le transgene [22]. Les males
fondateurs sont utilisés pour propager rapidementtrbnsgéne en utilisant I'insémination
artificielle.

Avant la récolte a grande échelle, tous les pracétivent étre standardisés, écrits et
documentés, le personnel formé spécifiquementédgspements calibrés. Toutes ces procédures
sont indispensables a I'éventuelle autorisatiom® sur le marché.

Purification des protéines d'intérét

Le lait est récolté individuellement a chaque éralita procédure de purification nécessite de
regrouper les échantillons. Le regroupement efisééammédiatement si le lait est gardé frais et a
I'état liquide, une autre méthode stocke le laibhgalé individuellement. Des tests additionnels
peuvent alors étre réalisés (recherche de bactenias, etc).
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Peu importe gu'une protéine recombinée soit predaiti'aide de bactéries, levures, culture de
cellules de mammiferes ou extraite du lait de obgvelle doit étre purifiee afin d'en retirer les
autres protéines et contaminants. Dans le castglal@rotéine doit étre isolée des matieres g®ss
et des autres protéines naturellement présenteaseléait.

Il existe diverses méthodes de purification destéimes recombinées, notamment la
centrifugation, la précipitation, la filtration efpécifiquement la chromatographie sur colonne.
Généralement, le lait est d’abord filtré pour eerlela matiére grasse, la caséine, les cellules et
particules. Dans un deuxieme temps, le filtrat\essé dans une colonne (chromatographie sur
colonne), une résine est utilisée pour lier spggdiment la protéine recombinée. Une fois liée a la
résine de la colonne, la protéine peut étre isaléenoyen d'une solution spécifique qui la libere.
Cette facon de procéder permet souvent d'obtesipdEéines d'un haut degré de pureté.

Le degré de pureté nécessaire dépend de l'appiicatievue de la protéine. Ainsi, lorsque la
destination est pharmaceutique, le produit dog éktrémement pur.

Les protéines d’intérét sont généralement sécrél@ées la phase aqueuse du lait mais elles peuvent
parfois étre hydrophobes et se concentrer dans dmbrane des globules gras du lait. Les
procédures de purification des protéines recomi@sadans le lait, ne sont donc pas standard et
doivent étre adaptées au cas par cas. L’isolatiola ¢protéine recombinante est compliquée par la
présence des micelles et des globules gras d[BZi#l. Méme si les protéines recombinantes sont
stables dans le lait, elles sont plus ou moinsgaggar la caséine extrémement abondante. Un essai
de production ddacteur VIII de coagulation humain dans le lait de brebis, atréotoute la
difficulté a extraire le facteur séquestré danaitg201].

Une procédure et des mesures spécifiques doivemin@ses en place pour supprimer ou
inactiver tout virus ou prions accidentellementsgrés dans le lait.

Etudes précliniques et cliniques

Une fois toutes les étapes précédentes réaliséesgtddes précliniques sont nécessaires. La voie
d’administration, la dose administrée, la fréquesicka durée du traitement doivent étre définies ca
méme si ces données sont connues pour la protégieetle, la protéine transgénique peut étre
différente. Des essaig vitro et sur des modéles animaux sont réalisés. Le ns@card’action,
I'efficacité, la toxicité de la protéine recombinamoivent étre déterminés.

Si les études préclinigues sont favorables, leduéale purification est encore développé pour étre
validé et la procédure classique des essais cbsigst engagée.

A travers I'exemple du lait, nous avons pu voir cgide principe de production d’'une
protéine recombinante est simple, les étapes meénémiproduction sont complexes. Il aura fallu
19 ans pour passer de la preuve du concept a fiisation pour la mise sur le marché d’'une
protéine thérapeutique extraite du lait de chek#dryn ® (anti-thrombine Il humaine). Ce temps
n'est que relativement long si on le compare ai @gluest nécessaire pour mener a bien un projet
de production classique d’une molécule thérapeatimjptenue par synthése chimique. Une fois le
support de production mis en place, il reste enadranchir les étapes reglementaires et a répondre
aux impératifs économiques pour parvenir a unetéede commercialisation. Le succés n’est pas
toujours au rendez-vous.
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A.3.5 Les protéines pharmaceutiques produites

En raison de I'avancée des recherches médicalés let croissance de la demande globale
en produits dérivés du sang humain (globules rquglesma, facteurs de coagulati@humine
sérique, immunoglobulines), les animaux bioréastergprésentent une promesse alléchante.
Actuellement des protéines pharmaceutiques humaomssoit isolées de fluides humains (facteurs
de coagulation) soit produites comme protéinesméioantes. La premiere méthode implique des
risques de contamination (HIV, maladie de Creutitfébkob) et se heurte au manque de donneurs
qualifiés, a des barrieres reglementaires, des lgmas éthiques (il n'est pas possible
d’hyperimmuniser des humains pour stimuler leur systeme immuniteingers des maladies
spécifiques). La seconde méthode produisant dedipes recombinantes par des mammiféres, des
cultures cellulaires, des systemes de fermentatatérienne, est tres chére [57,218]. La production
de protéines transgéniques pharmaceutiques panilegux en est a ses débuts. Voici un apercu de
cette production animale, apercu qui ne se veuephaustif en raison de la rapidité d’évolution de
la production des protéines pharmaceutiques tramnpges.

Du bétail transgéniquaroduisant une protéine humaine dans le lait, prtéuit grace a des
programmes de recherche subventionnés par des gampacommerciales [200,218,239]. Un an
apres Dolly, la premiére brebis clonée, naissaiRaslin Institute, la brebis Polly et cing autres
agneaux clonés porteurs du géne du facteur IX hur(facteur de coagulation utilisé pour le
traitement de 'hémophilie). En 1999, c'était aurtde Diana de défrayer la chronique avec autre
protéine humaine d'intérét pharmaceutique : I'atphentitrypsine (destinée au traitement de la
mucoviscidosg, toujours financée par la firme PPL Therapeutidése étude publiée en 2009 par
Houdebine montre que la majorité des projets ernrscale développement sont basés sur la
production de protéines recombinantes dans IgHRait20). Jusqu’'a récemment cette technologie
était limitée a la phase recherche/développemeid deanombreux essais cliniques sont en cours
(Fig.20) et une protéine recombinante issue d’ankm@ansgéniques a déja une autorisation de
mise sur le marché. Cette premiere protéine aé®res été I'anti-thrombine 1IATryn® de GTC
Biotherapeutics, en 2006, sur le marché europémtithrombine est une protéine plasmatique
avec des propriétés anticoagulantes et anti-inflatoires.

Les facteurs de coagulations (facteur VIII [210Lpte traitement de I’hémophilie A, le facteur 1X
[256] pour I'hnémophilie B), I'activateur du plasneigene [63], le fibrinogéne, I'albumine sont des
protéines pour lesquelles la médecine curativetrest demandeuse, leur disponibilité accroitrait
grandement les possibilités de traitement des tidfess Les sociétés pharmaceutiques envisagent
de commercialiser ce type de protéines recombisaafgdement (Fig.20 et Tabl.10).

Tableau 10Quelques protéines pharmaceutiques en cours d’étude produites dans le lait

Proteins Company Animal 2/l Glycosylation Development
Alryn GTC Goat 3 <NANA, >NGNA EMEA (2006)
InhibitorC] Pharming Rabbit 3 <NANA Phase 111
Fibrinogen Pharming Rabbit ? Phase 111
Malaria antigen GTC Goat ? No Clinical
Anti-CD137 GTC Goat ? ? Clinical
Albumin GTC Goat ? No Clinical
o-AT GTC Goat ? ? Clinical
BChE PhAth Goat ? ? Preclinical
RotavirusVP2/VPH BPT Rabbit 0.5 No Preclinical
Blood factor BPT Rabbit 3 < NANA Preclinical
TNAP AM Pharma Rabbit <0.1 ? Preclinical

Atryn : antithrombine IIl, oAT : I'alpha-1 antitrypsine, BChE : butyrylcholinestérase, TNAP : Tissue-Nonspecific Alkaline
Phosphatase. Source : Houdebine L.-M. Production of pharmaceltmoteins by transgenic animals. Comparative Imaiogy,
Microbiology and Infectious Diseases 32 (2009) 17
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Quelgues protéines recombinantes prochainemeré snarché sont présentés rapidement
ci-dessous.

Inhibiteur C1

Rhucin®, un inhibiteur C1 recombinant humain prodians le lait de lapines, est développé par
Pharming (Tabl.10 et 11) [214]. Cet inhibiteur dézase C1 régule certaines voies inflammatoires
et inhibe certaines protéases, il fait partie dstéaye de défense humain. Une déficience
fonctionnelle (mutation génétique et héréditaire)cet inhibiteur mene a une activation excessive
de certaines voies immunitaires et deéhostase donnant lieu a des crisesadgioedémesCes
crises sont caractérisées par une tuméfaction itmaes mal délimitée, pouvant étre trés
douloureuse, située au niveau des tissus profomddedme, des tissus sous-cutanés, ou des
muqueuses. L'administration de l'inhibiteur normsalia réponse immunitaire et stoppe la crise. Les
essais clinigues sont en phase lll et un essaguknde phase | est en cours pour son utilisation e
prévention des complications et du rejet apresspiamtation d'organe. Aprés deux refus
d’autorisation successifs en 2007 et 2008 par I'BMEharming a a nouveau soumis Rhtioém
septembre 2009 pour son Autorisation de Mise sitdeché. Aprés avoir retiré en 2008 certaines
de ses réserves majeures, 'lEMEA restait préoccpaéda probabilité de développement d'une
réponse avec anticorps lorsque RhBiaést administré plus d'une fois. Les informations son
impact, sa sécurité d’emploi et son efficacitétammt pas suffisantes. LEMEA demandait plus
d’informations.

Butyrylcholinestérase

Nexia, via la filiale Pharmathene tente de metuepaint une version recombinée de la
butyrylcholinestérase humain (le « BChE ») prodp#e des chévres transgéniques (Tabl.10 et 11).
Les recherches sur la mise au point de ce progpielé Protexi® sont en cours [200]. Le BChE
est une protéine naturelle présente en quantitégmes dans le sang. Il agit comme un fixateur
naturel qui absorbe les toxines telles que lesopsiorganophosphorés (les « PO »), les agents
neurotoxiques et certains pesticides avant quélscausent des dommages neurologiques. Des
études effectuées par I'armée américaine utilidarBChE extrait du plasma sanguin ont démontré
que des concentrations plus élevées de BChE daan¢epermettaient de protéger les animaux de
laboratoire contre les effets toxiques d'agentgatexiques. Bien que le potentiel du BChE soit
connu depuis plus d'une décennie, une des priesipiahites a sa généralisation tient a l'incapacité
a le produire en quantité commerciale. Nexia ayoi sa technologie de production transgénique
permettra de s'affranchir de cette limite.

Antigénes destinés a la vaccination

Des antigenes de la malaria ont été exprimés datatide chevre et des antigénes d’'un
rotavirus dans le lait de lapines (Tabl.10 et 11administration de ces antigénes est destinée a
produire une réaction immunitaire non délétere qomferera une protection future contre le
pathogene ciblé. Avec la concentration obtenue raxgétalement dans le lait de chevre (0,9 g/l),
une cheévre produisant 700 litres de lait par ansgait pourvoir assez d’antigenes pour vacciner 8,4
millions de personnes par an [100].
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Utilisation du systéme immunitaire des animaux trsgeniques : Un avenir
particulierement prometteur

Les animaux, producteurs naturels d’anticorps gdeur propre protection peuvent étre
utilisés comme source d’anticorps pour soigner ifitdoe. Déja en 1920, les animaux étaient utilisés
comme fournisseurs de sérupolyclonal, la thérapie par le sérum soignait de nombreuses
maladies : pneumonie méningite, scarlatine, botulisme, anthrax, tétanos diphtérie...
Cependant, cet usage a été limité rapidement areffets secondaires dus a une réponse
immunitaire contre les protéines non humaines algiBérum. Avec les nouvelles technologies, des
anticorps recombinants « humanisés » produits jear ahimaux transgéniques ou des cultures
cellulaires, essaient de rendre cet usage le plusossible.

Le premier usage des anticorps s’est d’abord toueng I'immunisation passive : I'administration
d’anticorps peut étre utilisée pour protéger leiepts d’'une infection (exemple des anticorps
recombinants conte Mrus respiratoire syncitial). Cet usage est intéressant lorsque ni vaccins ni
antibiotiques sont disponibles ou que le pathogesterésistant aux antibiotiques. Des patients
immunodéprimés font également appel a ce traitenpnsqu’ils ne produisent pas assez
d’anticorps, le codt de revient est tout de méme@b$ a 50 000 $ par an.

Agissant également sur la protection contre leBqugnes intracellulaires, ils peuvent étre utilisés
contre les attaques bioterroristes. Les anticoms/gnt étre gardés sous forme de poudre et sont
aisément « auto-injectables » en cas d’attaque.

La présence d'une grande variété d’'anticorps avee lute spécificité et affinité pour des
antigenes étend l'usage de ces protéines a destitbjautres que leur usage classique de
'immunisation passive contre des maladies. Degamits peuvent bloquer spécifiquement I'action
de facteurs naturels vivo, ils sont donc utilisés pour inhiber certains nmésimes de rejet aprés
une transplantation d’organe. D’autres usages is@rtoriés. Les anticorps peuvent étre utilisés
comme transporteurs de molécules destinées a unientblé. Par exemple, des ions radioactifs
sont liés a des anticorps qui reconnaissent spaeifnent les cellules tumorales. Cette approche
permet de détruire ldgmphomes[122].

La palette d’utilisation des anticorps est larg&ishge courant du sérum est resté pour traiter
I'exposition a la toxine botulique, les morsureqimeeuses [41], certaines overdoses et pour la
suppression de la réponse immunitaire chez lesyeeace de greffe d’organe.

Les animaux transgéniques représentent un potemnt@ime de fabrication d’anticorps en
quantité suffisante, a grande échelle, a un cdétassant. lls peuvent étre hyperimmunisés avec la
majorité des pathogenes humains et étre ensuieati
- pour produire des anticorps polyclonaux contre al#igénes humains.

- pour produire de grandes quantités d’anticorps.
- pour évaluer rapidement un grand nombre d’anégéeen testant leur capacité a produire les
anticorps voulus chez 'animal transgénique.

Il a été rapporté une expression d’anticorps jusd4# mg/ml dans le lait de chevres transgéniques
[217], ce qui laisse espérer une production en tif@asupérieure aux capacités de cultures
cellulaires. Des anticorps monoclonaux humanisé®t gwoduits dans le lait de souris. La
production d’anticorps dans le lait est techniquethpus avancée par rapport & d’autres systemes
comme l'usage de poules transgéniques. Par exen®I€ Biotherapeutics est en train de
développer un anticorps monoclonal anti-CD20 [1fi¢duit dans le lait de chévres transgéniques,
cet anticorps (Rituximab), a prouvé sa valeur thénsique dans le traitement dggiyphomes non-
hodgkiniens et de la polyarthrite rhumatoide. Il est égaleng&uatlié pour une gamme de maladies
auto-immunes comme lapus érythémateux systémiqugle purpura thrombocytopénique auto-
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immun (PTI) et lediabéte de type 1Le CD20 est un antigéne situé sur la surfacdymeghocytes

B matures et des cellules cancéreuses dérivéelmedocytes B. L'anticorps monoclonal anti-
CD20 recrute les défenses naturelles de l'organigueatteindre les lymphocytes B identifiés. Les
cellules souches de la moelle osseuse ne possédesntdantigene CD20, permettant aux
lymphocytes B sains de se régénérer aprés lenraite L'anticorps recombinant produit devrait
avoir une spécificité ciblée similaire a celle dutuRan® (Rituximab) et une cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps olCBOAntibody Dependent Cell Cytotoxicity)
relativement plus grande. Les ventes du Rituximattpellement utilisé au niveau mondial,
s'élevaient a presque 4 milliards de dollars er6200es prévisions du marché devraient atteindre 5
milliards de dollars d'ici 2010. La soumission dwtemande d'autorisation de recherche clinique
pour un nouveau médicament auprés de la Food amgl Administration est prévue pour 2010.

Plusieurs sociétés travaillent sur la mise au pdegrands animaux génétiqguement programmeés
pour fabriquer des anticorps humains polyclonattematech sur les vaches, Revivicor sur les
porcs, Origen sur les poules, Therapeutic HumagcRwolals (THP) sur les lapins. Il est envisagé

de créer des animaux produisant des anticorpsrem@nt humains. En effet, les anticorps produits
contiennent souvent encore des molécules avecatastéristiques de I'animal producteur et ces

caractéristiques different de celles de anticorpadins (cf § différents systemes).

%+ Une étude de Kuroiwaet al. publiée en 2002 [154] rapporte [l'utilisation d’un
microchromosome contenant les loci entiers desnelalourdes et 1égéres de I'immunoglobuline
humaine, chez des vaches. Ces vaches transchromgossnont été créées par transfert nucléaire
de fibroblastes foetaux indifférenciés contenargdHAC. Vingt et une vaches transchromosmiques
ont été produites. Des lymphocytes du sang péiigpneet des fibroblastes de quatre vaches ont été
soumis a une hybridation fluorescemesitu (FISH) qui a montré que le HAC était retenu comme
un chromosome indépendant. La proportion de callatetenant le HAC était de 78 a 100% avec
aucune différence significative du pourcentageéention parmi les vaches entre les fibroblastes
(87%) et les lymphocytes (91%). Une RT-PCR des hyoagtes est pratiquée pour vérifier si les
loci humains intégrés ne sont pas modifiés. Lesplypecytes expriment les chaines lourdes et
légeres de I'immunoglobuline humaine avec un r@reriambda tres diversifié. Des niveaux bas
d'immunoglobulines humaines ont aussi été détatdés leprécolostrum des vaches.
L’incorporation de loci entiers d'immunoglobulindsumaines devrait permettre au bétail de
produire des anticorps humains fonctionnels face antigene spécifique, d’'intérét meédical. Une
étape est franchie dans la production d’anticongsapeutiques polyclonaux humains. Le groupe
Hematech a l'origine du financement de cette prean&ude, envisage d'utiliser le systeme de
bovins transchromosomiques, pour produire des @ptc humains polyclonaux contre de
nombreux antigénes, notamment I'anthrax. Des amadlims sont nécessaires pour augmenter
I'efficacité de la production qui n'est pas encémmnomiquement viable. D’autres études devraient
suivre pour montrer si ce chromosome additionnai@expression stable et s’il est transmis d’'une
génération a l'autre.

+ THP a développé une approche difféerente, la séguercorrespondant a
'immunoglobuline du lapin a été invalidée et reag#le par une séquence dimmunoglobine
humaine (Fig.20). Des lapins produisant des chaloesdes et légeres des immunoglobulines
humaines ont été produits avec des taux d’lgG jasgung/ml de lait [28]
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Figure 20Schéma du principe utilisé par Therapeutic Human Polyclonals
pour produire des anticorps humanisés chez le lapin
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Source :R. Buelow, W. van Schooten. The Future of Antibdusrapy Ernst Schering Foundation Symposiu
Proceedings (2007), Vol. 4, pp. 83-106
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Quant aux poules, des études récentes montreptégsion d’anticorps monoclonaux

humanisés dans le sérum et les ceufs [140,166,238].

Ces techniques devraient avoir de nombreuses apiphs futures, comme le traitement ou
la prévention de maladies infectieuses humainesjnifections résistantes aux antibiotiques, les
maladies auto-immunes, le cancer... En 2002, 11@p8aecombinants avaient été autorisés par la
Food and Drug Administration. Pres de 400 anticogz®mbinants, obtenus par divers moyens,
sont en étude. La capacité de production mondialgrotéines recombinantes était estimée a
400 000 L vers 2000, mais cette capacité de pramuatevrait étre multipliée par 5 a 6 pour

répondre aux besoins actuels [122].
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Tableau 11Groupes européens et Nord américains produisant des bioproduits ou
modeéles biomédicaux chez les animaux transgéniques d’élevage

Company/Group,
System Country Company/Group Website Products or Models Status
Goats GTC Biotherapeutics, www.transgenics.com Antithrombin Il (ATryn) ATryn received EU approval and is
United States Monoclonal antibodies in clinical trials in the United States.
Malaria vaccine Other products in preclinical
Pharmathene, www.pharmathene.com Butyrylcholinesterase Research
United States/Canada
Cattle Hematech, www.hematech.com Polyclonal antibodies Research
United States
GTC Biotherapeutics, www.transgenics.com Human serum albumin Research
United States
Pigs Revivicor, WWW.revivicor.com Xenotransplantation Research
United States (cartilage implants)
Polyclonal antibodies
Progenetics http://www.progtx.com/ Factor-1X Research
Foulum Research Center, http://www.agrsci.org/ny_navigation/  Alzheimer's model Research
Denmark forskning/centre/forskningscenter
foulum
North Carolina State University hitp://www.ncsu.edu Retinal pigmentosa Research
(R.M. Petters), model
United States
University of Missouri hitp://www.missouri.edu Xenctransplantation Research
(R. Prather),
United States
Rabbits Pharming, www.pharming.com C1-inhibitor Phase Il clinical trials
The Netherlands
BioProtein Technologies, www.bioprotein.com Recombinant proteins Research
France
Therapeutic Human Proteins, — www.pelyclonals.com Humanized polyclonal Research
United States antibodies
Chickens  Avigenics, http://www.avigenics.com/ Interferon Clinical trials
United States
Origen Therapeutics, www.origentherapeutics.com Recombinant proteins Research
United States
Viragen, www.viragen.com Interferon alpha and Research
United States single chain antibody
Vivalis, www.vivalis.com Recombinant proteins Research
France using cell-based system

2Company producis and status are estimations due 1o limited types of available information (e.g.. press releases, articles in popular press, etc.).

Source :

Council for Agricultural Science and Tedogy (CAST). 2007. The Role of Transgenic Livestocke

Treatment of Human Disease. Issue Paper 35. CAS&s Aowa.
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A.4. Application commerciale des animaux transgéniq ues
bioréacteurs

Avec l'avancée technique des méthodes de prodydtow démocratisation » des animaux
bioréacteurs doit faire face a des questions cowiaies, éthiques, environnementales et sociales.

A.4.1 Questions commerciales

L'utilisation d’animaux transgéniques pour produides protéines dans le cadre de la
recherche est réalisée sans contraintes maisdaitdn devient vite limitée lorsque les applicatio
commerciales sont envisagées. De nombreux aspestsiéthodes décrites précédemment ont été
brevetés pour les applications agricoles et biooadels et sont réglementés par des instances
nationales et internationales (EMEA, National lmss of Health, FDA...). Par exemple, un
promoteur spécifique est absolument nécessaire @quimer une protéine particuliere dans la
mamelle et les séquences régulatrices concerngdsseavent couvertes par des brevets qui
limitent leur utilisation. Se rajoutent égalemess brevets sur la séquence d’ADN codant pour la
protéine pharmaceutique que I'ont veut produirg,dlde grandes chances pour que la protéine elle-
méme et son usage thérapeutique soit breveté. tEntes méthodes de transfert nucléaire ou de
clonage utilisées pour parvenir a la productionadprotéine, nécessitent une multitude de brevets
pour divers aspects de la procédure. Par exemp&r&ein Technologies possede une licence
exclusive de 'INRA protégeant les applicationsptamoteur WAP (Whey Acidic Protein) de lapin
du gene codant une protéine du I@&PO Patent Application N° 92 401 635.5, US patsht
5,965,788) et sur la séquence isolatrice du gem®O(BPatent Application N° 00 403 658.8) La
protection de ce procédé permet a BioProtein Tdolgres d’exploiter librement sa technologie et
de produire efficacement des protéines a usagepétique et des vaccins recombinants dans le
lait de lapines transgéniques. De nombreux bres@ts basés sur de Iégeres modifications d’'une
technique, aussi est-il difficile de déterminer lipigechnique a été utilisée pour obtenir le produi
final. La description détaillée des procédures ddie produite et doit respecter les droits de
propriété intellectuelle.

C’est pourquoi, commercialiser une protéine prapér des animaux transgéniques est fastidieux
et prend beaucoup de temps par rapport a I'avahegeecherches.

Peut-étre le plus gros challenge de I'applicatienceétte technologie est I'établissement
d’'une commercialisation viable. Au méme titre quenporte quel médicament, ces protéines
issues d’'animaux transgéniques, n’échappent pas daégisions commerciales basées sur la
faisabilité économique et/ou un financement insafit. Les problemes commerciaux ne sont pas
toujours des défis techniques, des facteurs incoenhumprévisibles sont soulevés comme lors de
tout développement de nouvelle technologie. Lesectires complétant les démarches
réglementaires a suivre ont été produites en coitanoe avec le développement de cette nouvelle
technologie, créant une hésitation au sein despgowommerciaux concernant les codlts et les
opportunités associés a la production de protéemsmbinantes.

Par exemple, TEMEA (Agence européenne des médintsha retardé 'autorisation de la méthode
de production de I'ATryfi pour des questions de temps de clairance et d’'imoggnicité. En effet,

il a fallu produire des recherches supplémentaipégifiques a la protéine humaine produite par des
animaux transgéniques. L'acceptation par 'lEMEAIldeamise sur le marché de I'ATr§rest un
événement important a plusieurs titres. Les engepimpliquées dans la préparation des protéines
thérapeutiques par les animaux transgéniques nsgu’a maintenant que des retours sur
investissement tres limités et il faudra encorelques années pour que ces entreprises puissent
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réaliser des bénéfices significatifs par la vergepdotéines. Le fait que 'EMEA ait donné son
accord, méme pour une utilisation restreinte derfh®, est un signal fort pour les différents
acteurs et en particulier pour les investisseur&Ttyn® est acceptée malgré ses imperfections.
Cela signifie que les réglementations concernaniproeédé de production de protéines sont
stabilisées et réalistes. Les experts de 'TEMEAmantré qu’ils n’étaient pas attachés a tout puix a
concept d’identité de structure entre la protéiagvie et son homologue recombinant mais que les
criteres d’acceptation reposaient sur des donnémdramt, au cas par cas, les avantages et les
risques du produit. La menace de faillite qui psseles entreprises concernées, trop lentes aux
yeux de certains, a produire des résultats finansignificatifs s’en trouve allégée, pour le bérgf
potentiel des patients. Une autre protéine prodiates le lait de lapine, I'inhibiteur C1, vient sie

voir refuser a deux reprises I'agrément de 'TEME#upune mise sur le marché. Les experts ont en
effet considéré que les effets thérapeutiques npast été établis avec un nombre suffisant de
patients et que ses effets immunogénes n'ont gasuffisamment évalués. Cette protéine concerne
une maladie orpheline et elle n'a pas d'équivalent recombinant, contrairement a I'ATR/rSon
étude en est rendue plus complexe. Avec de nosvé@hformations, une nouvelle demande
d’autorisation a été déposée en 2009.

Parce que les essais cliniques sont codteux, lela@ement de certains produits transgénigues a
éte arrété apres analyse du rapport colt/bén&ides protéines recombinantes sont utilisées pour
traiter une maladie, les protéines purifiées poentaelle étre produites en quantité suffisanterpou
répondre au marché et si c’est le cas, a quel?tia protéine doit étre compétitive par rapport aux
autres produits du marché et doit avoir un prddilvente rentable. L'alpha-1-antitrypsine humaine
recombinante, la encore, reflete bien ce probldmepremier projet de production développé par
I'ancienne compagnie écossaise PPL a été arr&8@hapres que I'associé, Bayer, aie conclu que
le projet n'était pas assez compétitif pour mérider plus amples financements sur les essais
cliniques et la conformité reglementaire.

Note: La société britannique PPL Therapeutics, ou Dollyaia vu le jour, est a vendre.
L'entreprise avait déja vendu en avril dernier gaiglon "xénogreffe" et son laboratoire écossais
de recherche sur le clonage avait été fermé. Laéégd@annonce avoir enregistré un doublement de
ses pertes avant imp6ts sur le premier semestrd.208rrét de ses activités de développement de
I'ATT, une substance pour protéger les poumongésasns, lui aurait valu une perte de 8 millions
de livres. Ses effectifs ont été réduits de 163 @mbployés.
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A.4.2 Questions Ethiques et environnementales

Cette technologie doit faire face a d’autres pnolge d’ordre éthique et environnemental
concernant la transgenése. L'intégration d’'un gans dans le génome peut perturber I'expression
de genes endogenes. Par le passé, certaines dauttassfert de gene aujourd’hui arrétées, ont crée
des animaux affectés ou méme malades [178,222{eToanipulation génétique rendant un animal
souffrant n’est pas acceptable aussi bien powsdesntifiques que pour le public et les instances d
contrdle.

Les guestions environnementales associées aux Ogdmdernant la nourriture, la contamination

des écosystémes, la menace de la biodiversit&anéagir 'opinion avec force. Ces questions
sont généralement plus problématiques pour lestgdamansgéniques que pour les animaux. La
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majorité des applications sur les animaux transgéniques sont biomédicales et les animaux n’entrent
pas dans la chaine alimentaire. Contrairement aux plantes, il y a peu de chance que les animaux
transgénigues domestiques rencontrent des congénéres sauvages pour s’accoupler. Concernant la
biodiversité, des mesures ont déja été prises pour préserver quelques races rares de la sélection
génétique des animaux d'élevage. Théoriguement, ajouter un transgéne dans une population
augmente la biodiversité mais on peut craindre que les lignées transgéniques remplacent les autres
lignées qui seraient moins résistantes a une maladie. C’est I'éternel probleme d’'une sélection a
outrance qui, ici serait accélérée par les manipulations génétiques.

A.4.3 Question sociale

Les questions sociales a propos des animaux transgéniques mettent la science des
biotechnologies au centre d’'un examen sans précédent. La plupart des questions sont tournées sur
I'éthique concernant l'usage des animaux transgéniques : la sécurité des produits, la santé des
animaux génétiguement modifiés, des questions auxquelles une partie des réponses est scientifique.
Parmi les interrogations soulevées, la plus difficile a aborder et a régler est la perception sociale des
animaux et des produits créés. Par exemple, une protéine recombinante isolée de l'urine d'un
animal transgénique engendre une perception négative du public et porte préjudice a la
commercialisation du produit. Les sociétés voulant commercialiser des protéines recombinantes
issues d’animaux transgéniques, développent de plus en plus leurs supports de communication vis-
a-vis de grand public. Par exemple, Nexia a un site internet riche en informations sur le
développement de ses chevres transgéniques. La firme présente les conditions de logement de ses
animaux pour prouver que ses produits sont fabriqués en respectant le bien étre animal [95], point
particulierement sensible pour I'opinion publique.

Si une majorité ou une minorité agissante de la population contestent fortement l'usage des
systemes transgéniques de production, les compagnies deviendraient réticentes quant a la
commercialisation de ces produits et le gouvernement en retarderait I'autorisation. Les groupes
n'approuvant pas l'exploitation commerciale des animaux pour la production de nourriture,
n'acceptent paa fortiori le systeme de production transgénique. Le développement d’informations
claires, disponibles gratuitement, sur les contrbles reglementaires des méthodes de production, sur
les tests des produits, devrait aider tout un chacun a avoir une vision complete du sujet. Avec le
développement d’internet, I'information est plus accessible, elle est vulgarisée par des sites internet
tenus par des universités, gouvernements ou associations.

A.5. Bilan

Tout travail sur les animaux transgéniques ne doit pas faire abstraction des problématiques
qui I'entourent, les avantages promus doivent étre démontrés ainsi que l'innocuité des produits
dérivés. Cependant certains obstacles sociaux sont parfois insurmontables pour certains produits. Ce
sujet reste une question publique trés sensible. Méme si en apparence les produits pharmaceutiques
produits par les animaux transgéniques offrent des avantages significatifs en comparaison a une
production conventionnelle, il est difficile de franchir la barriere de I'autorisation réglementaire et
de la viabilité commerciale. Alors que les agences gouvernementales de reglementation doivent
considérer seulement la sécurité et l'efficacité des produits, les législatures gouvernementales
refletent les préoccupations de la société et doivent considérer la balance des questions éthiques et
du rapport colt/bénéfice pour la société, de I'usage d’animaux pour produire des biomédicaments.
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