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SYSTEME D EXPRESSI ON AUTO- | NDUCT | BLE

Domai ne techni que

La présente invention concerne notamment wune bactérie
per et t ant | ' expression a haut ni veau d' une protéine
d intérét. La présente invention concerne égal enent un

procédé de production d' une protéine d intérét nettant en

ovre une bactérie selon |'invention. Par ailleurs, | a
présente i nvention concer ne égal enment un ensenbl e de
parties per et t ant d' obtenir une bact éri e sel on

1'invention .

Techni que antérieure

La production de protéines reconbinantes, comme |es
enzynes, les hornones et les anticorps, est nécessaire dans
de nonbreux dormaines come |a recherche en biologie, | a
médeci ne hunaine ou vétérinaire et |'industrie alinentaire.

Cette production est souvent faite en cellules procaryotes
et plus particulierement en Escherichia coli (g coli)

Le pronoteur lac est le pronoteur inductible Ie plus

utilisé pour |'expression de protéine chez E. coli. 11 peut
étre notament utilisé pour induire |'expression de la T7
pol ymer ase. Dans ce systene, le géne codant la T7

pol ymérase est inséré dans |e chronobsome bactérien sous le
contréle de | ' opéron | ac. L' aj out d'isopropyle -3-D
gal act osi de (1 PTG dans |e mlieu de culture pernet
d'induire efficacenent 1la transcription de la T7 polynerase
qui va ensuite pouvoir induire la transcription d' un géne,
codant une protéine hétérol ogue, placé sous I|le contréle
d' un pronmoteur spécifique de la T7 polynérase.

Tout ef oi s, "I PTG présente des Ilimtations pour la
producti on i ndustrielle de protéines reconbi nant es. Ces

[imtations sont notanment liées au colt et a la toxicité
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de |'IPTG Par ailleurs, |'"IPTG doit étre introduit a un
noment bien précis de Ila croissance Dbactérienne ce qui
implique la nécessité de suivre préciseénment la densiteée
cellulaire dans le mlieu de culture.

Afin de contourner | es problénes liégs a |1'IPTG

différentes stratégies ont été nmises en oavre. Parm celle-

ci, on peut notamrent «citer |'utilisation de |actose ou du
gal act ose conme i nducteur de transcription. Mai s ces
derniers ne pernettent pas d'atteindre des taux de
production équivalents a |'IPTG et nécessitent toujours une

surveillance précise de |a croissance bactérienne.

Des systenes auto-induct ibles nettant en omvre des
mlieux de culture spécifiques, conprenant des nol écul es
met abol i sées de telles sortes a induire autonatiquenent
["induction de la transcription a partir du pronoteur |ac,
ont égal ement été proposes.

Ces derniers systenes, bien qu'efficaces, peuvent
nettre en oavre des nolécules et des mlieux qui ne sont
pas encore approuvés par les autorités reéglenentaires. Il
exi ste donc un besoin pour de nouvelles bactéries capables
d' expri mer de facon aut o-i nduct ible une pr ot éi ne

hét érol ogue sous 1le contrdle d un pronmoteur lac dans un

mlieu de culture ne conprenant pas de nol écul es toxiques.

Résune de |'invention

Ai nsi la présente invention concerne notamment un
procédé pour |'expression d une protéine d intérét par une
bactérie remarquable en ce qu'il comprend la culture d'une

bacteérie exprimant de fagon tenporaire ou continue une
protéine Hsp, en ce que ladite bactérie conprend en outre
une  séquence d' aci de nucl éi que, codant une  protéine

dintérét, sous le contréle d un pronoteur lac et en ce que
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ladite bactérie est cultivée dans un nmlieu ne contenant
pas d'IPTG

La présente invention concerne é€galenment un procédé
pour |'expression d'une protéine d'intérét par une bactérie
remarquable en ce qu'il conprend la culture d' une bactérie
exprimant de facon tenporaire ou continue une protéine Hsp,
en ce que ladite bactérie conmprend en outre une séquence
d' aci de nucl éi que, codant une protéine d'intérét, sous le
controle d'un promoteur lac et en ce que ladite bactérie
est cultivée dans un nmlieu ne contenant pas une nolécule
nmét abol i sée de telle sorte a induire automatiquenment
["induction de la transcription & partir du pronoteur |ac.

Dans |le cadre de la présente invention, le terme « un
mlieu ne contenant pas une nolécule nétabolisée de telle
sorte a i nduire aut omat i quenent " induction de I a
transcription a partir du pronmoteur lac » entend signifier

que ledit mlieu ne contient pas ladite nol écule au nonent

de |'introduction desdites bactéries et que ladite nolécule
n"est pas introduite, depuis |'extérieur, dans ledit mlieu
au cours du procédé selon |'invention.

Il a eéeté observe, de facgon sur prenante, que

| "expression d'une protéine Hsp par la bactérie induisait,
néme en |'absence d'IPTG la transcription des séquences
d' acides nucléiques sous le contréle d un promoteur |ac.
Bien que des mlieux ou des conditions de culture
particuliéres sans |PTG puissent conduire a |'induction de
la transcription de ces séquences (voir par exenple Studier
et al. protein expression and purification, académ e press,
vol . 41, 1, 2005, 207-234 ou le produit Overnight ExpressTM
Aut oi nducti on Syst ens de Novagen) |, I a conbi nai son
spécifique d' un pronoteur lac et d' une protéine Hsp pernet
d' obtenir cette induction tout en utilisant les mlieux et

les conditions de culture classiques.
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Dans |e cadre de la présente invention, le terne
« promoteur lac » se référe a un pronoteur de |'opéron |Iac,
dont |'activité de transcription est réprimée par une
protéine répresseur come la protéine Lacl codée par le
gene lacl mmis levée par un inducteur, tel que le |actose
ou des analogues de celui-ci (par exenple, 1'isopropyle -B-D
gal act osi de (IPTG) . L"inducteur se lie a la protéine
réepresseur et enpéche la répression de la transcription
géni que .

Dans |e cadre de la présente invention, le terne
« sous le contrdle » entend signifier que la transcription
de la séquence d' acide nucléique, codant ladite protéine
dintérét, est dépendante de |'association d'une polymnérase
sur ledit pronoteur. Avantageusenent, ledit pronoteur |ac
est placé en anont de ladite séquence d'acide nucléique,
codant ladite protéine d'intérét.

Selon un node de réalisation préféré de |'invention,
ladite protéine d'intérét n'est pas |a B-gal actosidase, I a
| actose pernease et/ou |a thiogalactoside transacétylase

Selon un node de réalisation préféré de |'invention
ladite protéine d' intérét est une protéine hétérologue.

Dans |e cadre de la présente invention, le terne
« protéine hét érol ogue » entend signifier que ladite
protéine n'est pas une protéine naturellenent exprinmée par
| adite bactérie.

Selon un node de réalisation préféré, ledit acide
nucl éi que codant une protéine d'intérét est conpris dans un
premer plasmde. Dans |le cadre de ce node de réalisation,
ledit plasm de conprend |e promoteur |ac.

Selon un node de reéalisation préeféré, |ladite protéine
d'intérét est une protéine reconbinante et de fagon encore
plus préféré une protéine de manmfere et de fagon tout a

fait préféré une protéine hunaine. Selon un node de
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réalisation encore pl us pr éf ér é ladite pr ot éi ne

reconbi nante n'est pas une pol ynérase.

Selon un autre node de réalisation pr éf ér é, | adite
protéine d'intérét est une pol ynérase. Selon wun node de
réalisation encore plus préféré, ladite polymérase est une

T7 pol ynér ase.

Dans le cadre de ces deux derniers nodes de
réalisations, | a bactérie selon |'invention compr end en
outre une deuxiene séquence d'acide nucléique, codant une
seconde protéine d' intérét placé sous Ile contréle d'un
pr onot eur spécifique de ladite polynérase. Ainsi, dans ce
node de réalisation c'est |'induction de |'expression de la
pol ymér ase qui va pernettre | ' expression de 1la protéine
dintérét. Selon un node de réalisation pr éf ér é ladite

deuxi eme  séquence d'acides nucl éi ques est conprise dans
ledit premier plasmde ou dans un second plasnide. Selon un
node de réalisation encore plus préféré, ladite séquence
codant pour la polynmérase sous I|le contréle d' un pronoteur
Lac est conprise dans le génone de ladite bactérie.

Selon un node de réalisation préféré, ladite protéine
Hsp est codée par une séquence d'acides nucléiqgues sous le
contrdéle d'un pronoteur |ac.

Selon un node de réalisation préféré, | adite bactérie

est une E. coli.

Selon un node de réalisation préféré, |adite bactérie
appartient a l|la souche BL21 (DE3) star ou a la souche
BL21 (DE3)

Dans |le cadre de la présente i nventi on, le terne

« protéine Hsp » fait référence aux « heat shock protein »

c.a.d. aux protéines appart enant au groupe de protéines
dont |'expression est naturell enent induite par un choc
t her m que. Ces protéines sont bien connues de |'home du

metier. Elles sont notanment inpliquées dans le pliage et
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le dépliage des autres protéines. Leur expression est
augnent ée | or sque les cellules sont exposées a des

tenpératures élevées ou a d' autres stress. Les Hsp sont
trouvées dans presque tous les organisnmes vivants, de la
bactérie a |'home. Les protéines de choc therm que sont
nomees en fonction de leur poids nol éculaire. Par exenple,
la Hsp60, Hsp70 et Hsp90 se réferent a des fanilles de
protéines de choc thermique de |'ordre de 60, 70 et 90
kil odaltons par la taille, respectivenent.

Dans le cadre de la présente invention, le terne
« protéine Hsp » fait référence aux protéines Hsp produites
naturellement par les cellules eucaryotes ou procaryotes.
Le terme « protéine Hsp » fait égalenment référence aux
prot éines présentant une séquence ayant une honol ogie
supérieure a 90% préferent iellement supérieure a 95% et
t out a fait préf érent iell ement supérieure a 99% aux
protéines Hsp naturellenment produites. Dans le cadre de la
présente invention, est considérée comme une séquence
prot éi que, honmologue d'une autre séquence protéique, une
protéine qui présente, sur un nonbre d' acides anminés au
noins égal a 80 pourcent du nonbre d'acides amnés de la
séquence protéique de référence, de préférence sur Ila

| ongueur totale de |a séquence de référence, un pourcentage

d' honol ogi e cor r espondant aux val eurs i ndi quées
pr écédemrent . Le pourcentage d'honpblogie est calculé en
conpt ant le nonbre de positions pour | esquel | es | es
séguences pr ot éi ques pr ésent ent des aci des am nés

identiques et en divisant ce nonbre de positions identiques
par |la longueur de |a séquence du polypeptide Ile plus I|ong
et en nultipliant le résultat obtenu par 100 pour obtenir
| e pourcentage d'honoblogie entre ces deux séquences.

Selon un node de réalisation préféré, I|a protéine Hsp

est choisie dans |e groupe conprenant |es Hsp27 (P04792),
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Hsp40 (P25685), Hsp60  (P10809), Hsp70 (P08107), Hsp90
(P08238 and P07900) et Hspll O (@2598) (Uniprot référence
nunber) .Selon un node de réalisation préféré, la protéine
Hsp est la protéine Hsp70  humai ne (' Uni pr ot r éf érence

nurmber : P08107)

Selon un node de réalisation préféré, ladite bactérie
est cultivée dans un mlieu |iquide.
De facon surprenante, | a demanderesse a observé que

la concentration en glucose et/ou en lactose du mlieu de

culture wutilisé permet de noduler |le nmonent ou |a protéine

dintérét est exprimée par |la bactérie selon |'invention.

Al nsi sel on un node de réalisation pr éf éré de
| "invention, le mlieu de culture conmprend du glucose.
Selon un node de reéalisation encore plus préféré ledit

mlieu de culture conprend entre 0.01% et 0.5% de glucose
et selon un node de réalisation tout a fait préféré entre

0.3% et 0.7% de gl ucose.

Ainsi, selon un autre node de réalisation préféré de
| "i nvention, le mlieu de culture conprend du | actose.
Selon un node de reéalisation encore plus préféré ledit

mlieu de culture conprend entre 0.01% et O0.5% de |actose
et selon un node de réalisation tout a fait préféré entre

0.3% et 0.7% de | actose.

Description des npdes de réalisation

Expr essi on de protéines hét ér ol ogues par une bactérie

exprimant |' Hsp70 hunai ne

Mat ériels et méthodes

Dans toutes |es expériences suivantes wune souche de
bactérie E. coli BL21(DE3)star a été utiliseée. Tout ef oi s,
["invention n'est pas lintée a ce type particulier de

bact éri es
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La séquence codant |'Hsp70 humaine a été clonée dans

le plasmde d'expression bactérien PpET21d et placée sous le

contréle du pronoteur T71ac. Ce plasmde contient par
ailleurs un géne de résistance a l1l'anpicilline

Le pl asmi de pET21d- Hsp70 a été utilisé pour
t ransf or ner E. coli BL21(DE3)Star et obtenir wune bactérie
capable d'exprinmer |'Hsp70.

Un second pl asmi de pET conpr enant un géne de
r ési st ance a |la kananycine et la nméne origi ne de

réplication qgue |le plasmde pET21d a été utilisé pour
cloner un géne codant pour une protéine hétérologue. Ce
second plasnmide a été wutilisé pour transformer | a souche
bact éri enne codant Hsp70.

La production de ci ng pr ot éi nes hét ér ol ogues

différentes a été testée, ces protéines sont

- La n®thionine sul f oxyde r éduct ase B (MsrB) de
Xant honbnas conpestri s.

- La thioredoxine 1 (Trxl) d'E «coli.

- La purine nucl éosi de phosphoryl ase ( PNP) d E
coli.

- Le domaine N Term nal du récepteur T1R3 d' Hono
sapi ens .

- La mraculine de Richardella dulcifica (ML)

Ces ci ng pr ot éi nes sont d' origi nes di fférentes
(bactérie, plante ou honme) et de taille variant de 14kDa a
45kDa. Elles présentent par ailleurs différentes fonctions
(enzyne, r écept eur ou ligand) et localisation cellulaire
(cytopl asne, plasma ou nenbrane)

Les bactéries t ransf or mées ont été cultivées en
mlieu LB, dans des volunes différents (5mM, 20 nm, IL) a
différentes tenpératures (25°C, 30°c et 37°C).

Les mlieux de culture obtenus ont été analysés par

él ectrophorese  PAGE- SDS.
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Résul tats

Toutes les protéines testées sont exprimées a haut
niveau a 37°C en |'absence d'inducteur. Ai nsi on peut
observer sur les électrophoréeses PAGE-SDS que I|a protéine
hétérologue est la protéine la plus fortenent exprinee par
la bactérie.

Une accunul ation des protéines hét ér ol ogues est
observée pendant au mpins 20 heures.

La production des protéines hétérologues n'est pas
dépendante du volune de mlieu de culture utilisé.

Ces resultats sont retrouves a tout es | es

tenpératures conpatibles avec |a croissance bactérienne.

Le procédé selon |'invention a été ms en oavre, avec
le nméne succes, avec des protéines hét ér ol ogues de
manmm f ér es (not amment hurai nes) de Dbactéries et de
plantes. Parm celles-ci, on peut notamment citer les GST

humai nes (GSTA1 et GSTPl), de drosophile (GSTD2 et GSTD7),

une lipocaline humaine (LCN1), et |'HspllO hunmaine.
Le procédé selon |'invention fonctionne  égal enent
quel que soit la localisation de la protéine : menbranaire,

extracellulaire ou cytoplasm que

Le procédé selon I|'invention n'est pas dépendant de
la structure du plasmde utilisé et a pu étre ms en auvre
avec succes avec les plasmdes pD431-SR pD451-SR,  pD434-
SR pD434-WR  pD454-WR,  pJ431: 2047,  pJ4l4: 2047  (DNA2 .0
Menl o Park, USA) .

Effets du glucose et du lactose sur |'expression des

protéines d'intéréts

Mat ériels et méthodes

(72]

Les bact éri es t ransf or mées pour expri mer le

-
~+
-

pr ot éi nes recombi nant es citeées pr écédenmmrent ont
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cultivées en mlieu LB suppl énenté avec 0.05% de glucose ou
0.2% de | actose.

La croissance bactérienne a été suivie en nesurant |a
densité optique a 600nm et la quantité de protéine
reconbi nante produite a été nesurée par chronatographie

PAGE- SDS du surnageant de cul ture.

Résul tats

En |'absence de glucose ou de lactose, |'expression
des protéines d'intérét apparait a une densité optique de
1.

L'ajout de 0.05% de glucose dans le mlieu retarde
| " expression de la protéine d intérét a une densité optique
a 600nm de 1.5.

L"ajout de 0.02% de |actose pernet d' accélérer la
production de la protéine d'intérét a une densité optique

de 0.7.
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REVENDI CATI ONS

1 - Procédé pour | ' expression d' une pr ot éi ne
d'intérét par une bactérie caractérisé en ce qu il conprend
la culture d'une bactérie exprimant de facon tenporaire ou
continue une protéine Hsp, en ce que ladite bactérie
conprend en outre une séquence d'acide nucléique, codant
une protéine d intérét, sous le contr6le d un pronoteur |ac
et en ce que ladite bactérie est cultivée dans un mlieu ne
contenant pas d'IPTG ou une nolécule neétabolisée de telle
sorte a induire aut omat i quenent [ " induction de I a

transcription & partir du pronoteur |ac.

2 - Proceéedé sel on I a revendi cation pr écédent e
caractérisé en ce que ledit acide nucléique codant une

protéine d intérét est conpris dans un premier plasnde.

3 - Procédé sel on " une des revendi cations
précédentes caracteéerisé en ce que ladite protéine d'intérét
est une protéine reconbinante.

4 - Procédé selon |'une des revendications 1 a 2
caractérisé en ce que ladite protéine d'intérét est une

pol ynér ase

5 - Procédé sel on I a revendi cation pr écédent e
caractérisé en <ce que ladite polynérase est une T7

pol ynér ase

6 - Procédé selon |'une des revendications 4 a b5
caractérisé en ce que ladite bactérie conprend en outre une
deuxi eme  séquence d'acide nucl éi que, codant une seconde
protéine d'intérét placé sous le contrdle d un pronoteur

spécifique de ladite polymérase.
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7 - Procédé sel on I a revendi cation pr écédent e
caractérisé en ce que ladite deuxiene séquence d'acides
nucl éi gues est conprise dans ledit prenier plasnide ou dans

un second plasm de.

8 - Procéde sel on " une des revendi cati ons
précédentes caractérisé en ce que ladite protéine Hsp est
codée par une séquence d'acides nucléigues sous le contrdle

d'un pronoteur |ac.

9 - Procédé sel on ' une des revendi cati ons
précédentes caractérisé en ce que ladite bactérie est une

E. coli.

10 - Procédé selon la revendication 9 caractérisé en
ce que ladite bactérie appartient a la souche BL21 (DE3) ou

BL21 (DE3) star.

11 - Proceédé sel on " une des revendi cati ons
pr écédent es caractérisé en ce que la protéine Hsp est
choi si e dans l e groupe conpr enant | ' Hsp40, | ' Hsp70,
| ' Hsp90 et [|'HspllQ

12 - Procédé sel on ' une des revendi cati ons
précédentes caractérisé en ce que la protéine Hsp est la

prot éine Hsp70 hunai ne.

13 - Procédé sel on la revendication pr écédent e
caractérisé en ce que ladite bactérie est cultivée dans un

mlieu I|iquide.
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