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La magnifection est-elle un moyen de fabriquer
des médicaments en toute sécurité ou bien
une technologie qui peut se révéler
catastrophique ?

Magnifection, Safe Pharming or Doomsday Device?

Professeur Joe Cummins et Dr. Mae-Wan Ho

Rapport ISIS en date du 03/05/2009

L'article original en anglais s'intitule 'Magnifection, Safe Pharming or Doomsday Device?’; il

est accessible sur le site http://www. |-
Sis.org.uk/maagnifectionSafePharmingDoomsday.
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La ‘magnifection’ rend obsoléetes les autres méthodes de production
de substances a usage pharmaceutique a partir de plantes
transgéniques

Les 'Biologicals' sont des protéines recombinantes utilisées comme soit disant
'médicaments biologiques', comme vaccins ou anticorps; il s'avere qu'ils peuvent causer
des effets secondaires indésirables, y compris la mort, beaucoup plus souvent que les
médicaments chimiques conventionnels de synthese.

Des préoccupations d'ordre sanitaire ont été soulevées quant a leur sécurité, non
seulement pour les patients qui subissent un traitement, mais aussi pour le public en
général, car ces médicaments sont produits dans des plantes transgéniques [ou
génétiqguement modifiées, c'est-a-dire des OGM] qui sont cultivées en plein champ [1]
(voir Biologicals, Wonder Drugs with Problem 5/541)..



http://www.i-sis.org.uk/biologicalsWonderDrugsWithProblems.php
http://www.i-sis.org.uk/foodFutures.php
http://www.i-sis.org.uk/magnifectionSafePharmingDoomsday.php
http://www.i-sis.org.uk/magnifectionSafePharmingDoomsday.php
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3DMagnifection%2BSafe%2BPharming%2Bor%2BDoomsday%2BDevice%26hl%3Dfr%26sa%3DG%26rlz%3D1G1GGLQ_FRFR368%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://www.i-sis.org.uk/contact.php&usg=ALkJrhhJXdHoEhJhST3ZmW8gE4IbP27T4A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3DMagnifection%2BSafe%2BPharming%2Bor%2BDoomsday%2BDevice%26hl%3Dfr%26sa%3DG%26rlz%3D1G1GGLQ_FRFR368%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://www.i-sis.org.uk/contact.php&usg=ALkJrhhJXdHoEhJhST3ZmW8gE4IbP27T4A
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fr&prev=/search%3Fq%3DMagnifection%2BSafe%2BPharming%2Bor%2BDoomsday%2BDevice%26hl%3Dfr%26sa%3DG%26rlz%3D1G1GGLQ_FRFR368%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.fr&sl=en&u=http://www.i-sis.org.uk/foodFutures.php&usg=ALkJrhjeN-O9agtS8qeMFhp83GHkNBQhMQ

Il semble qu'il pourrait y avoir maintenant une méthode de production de ces substances
thérapeutiques qui serait plus slre et efficace.

Les protéines recombinantes sont produites dans des organismes vivants qui ont été
génétiqguement modifiés : dans des microorganismes, dans des cellules humaines ou
animales ou encore dans des plantes. Chez les plantes, les protéines recombinantes sont
élaborées selon qudifférentes méthodes : par modification permanente du génome
nucléaire ou du génome du chloroplaste, ainsi que par I'expression transitoire dans
une plante cultivée par I'intermédiaire de virus de plantes modifiés, ou encore la bactérie
du sol Agrobacterium modifiée. Les méthodes d'expression transitoire sont capables de
produire des niveaux plus élevés de protéines recombinantes qu'avec des modifications
génétiques permanentes, car beaucoup plus de copies des genes recombinants sont
actifs dans chaque cellule végétale.

Une combinaison des méthodes d'expression transitoire est appelée magnifection. La
magnifection implique I'utilisation de vecteurs viraux modifiés pour modifier a son tour
des souches d'Agrobacterium qui vont ensuite étres mises en condition pour infecter la
un plante cultivée dans un milieu en légere dépression. L'utilisation combinée
d'’Agrobacterium et de vecteurs de virus de plantes permet la pénétration dans les
cellules végétales d'un grand nombre de particules de virus a ARN recombinant. Ces
derniers virus aARN recombinant peuvent produire épigénétiqguement des niveaux éleveés
de protéines recombinantes au bout de quelques jours, avant de voir leur acctivité
diminuer. Les plantes cultivées transfectées par un virus modifié ne sont utilisées qu'une
seule fois ; il est avancé qu'elles ne se traduisent pas par des impacts et des effets
négatifs a long terme sur I'environnement..

Cette technologie de magnifection a été développée par la société /con Genetics,
spécialisée dans les biotechnologies végétales. Le processus implique l'infiltration sous
vide partiel dans des plantes entieres avec des suspensions diluées d'agrobactéries
transportant des ADN-T codant pour des réplicons d'ARN. Les bactéries propagent
I'infection et le transport systématique dans toute la plante, alors que le vecteur viral se
charge de la propagation a courte distance, de I'amplification et de I'expression a un haut
niveau. La vitesse du processus est telle que des milligrammes, voire des grammes de
protéines recombinantes sont disponibles dans un délai de 3 a 4 semaines, et cela peut
produire jusqu'a 100 kg en moins d'une année.

La magnifection fournit une protéine recombinante a un taux allant jusqu'a 80 pour cent
des protéines cellulaires totales. Le processus est relativement peu colteux a cause de la
vitesse de production et du rendement élevé de la protéine recombinante, ce qui
simplifie aussi la technique suivante de purification. L'ensemble du processus peut étre
contenu dans une serre : une serre d'un hectare est capable de produire en une année
500 kg de protéines recombinantes. Les vecteurs viraux précédents avaient besoin d'un
espace mille fois supérieur pour obtenir le méme résultat. La vitesse avec laquelle de
grandes quantités de protéines recombinantes peuvent étre produites signifie que les
protéines recombinantes peuvent étre fabriquées sur mesure pour des maladies touchant
des individus [2].

La plupart du temps, la magnifection a été basée sur des travaux réalisés avec le virus de
la mosaique du tabac modifié (TMV), en modifiant ensuite génétiquement des plantes de
tabac.



Deux virus modifiés, le virus de la mosaique du tabac (TMV) et le virus Y de la pomme de
terre (PVX), ont été utilisés pour produire des anticorps d'lgG de taille normale dans des
plantes de tabac. Les anticorps ont été produits en quantité abondante au bout de
seulement 14 jours aprés la transfection [3], alors qu'il faut 6 a 12 mois pour produire des
anticorps dans des cultures cellulaires de mammiferes, ou méme une année dans des
animaux transgéniques stabilisés [4].

Certains vecteurs viraux supplémentaires ont été développés pour l'expression génétique
transitoire, tels que le virus de la mosaique du niébé, le virus de la mosaique de la
luzerne, le virus du rabougrissement de la tomate, le virus de la sharka et le virus de la
mosaique du concombre, dans tous les cas avec l'utilisition de I'Agrobacterium pour
effectuer le transfert [5]. Des chercheurs ont méme développé un systeme d'absorption
racinaire pour transférer des suspensions d'agrobactéries modifiées avec un vecteur
d'expression du virus TMV [6].

L'association d’Agrobacterium et de virus constitue-t-elle une
technologie 'Doomsday', qui risque de se révéler
catastrophique ?

La magnifection peut ressembler a une alternative sCre, en termes de sécurité, aux
cultures réalisées de plus en plus en plein champ, de plantes génétiquement modifées
pour produire des substances a usage pharmaceutique. Mais nous devons étre
extrémement prudents avec les vecteurs d’Agrobacterium modifiés avec des vecteurs
d'expression virale.

Ces bactéries infectieuses et doublement mofifiées génétiquement peuvent s'échapper
de toute installation de production et devenir invasives sur un grand nombre d'especes
végétales, et elles sont susceptibles d'entrafiner une pollution génétique des cultures
vivrieres et fourrageres, avec de dangereuses protéines recombinantes.

Comme nous l'avons exprimé sous forme d'avertissement a plusieurs reprises depuis
2001, la bactérie du sol Agrobacterium est capable de transfecter des cellules humaines
[7] ( Common Plant Vector Injects Genes into Human Cells , ISIS Report). Une association
possible a été suggérée entre Agrobacterium et une maladie de peau douloureuse [8]
Agrobacterium_& Morgellons Disease, A GM Connection?, 5/5 39), qui est actuellement
étudiée par les Centers for Disease Control, les Centres de contrble des maladies aux
Etats-Unis.

Les agrobactéries portant des vecteurs d'expression virale, avec des genes d'origine
humaine, doivent détre soigneusement étudiées pour leurs effets sur les étres humains et
sur d'autres cellules de mammiferes.

Pendant ce temps, les expériences de magnifection ne doivent étre effectuées que dans
les conditions strictes de confinement, équivalent a la catégorie 3 des laboratoires de
microbiologie équipés pour travailler avec des agents de maladies graves. La puissance
et la polyvalence de la recombinaison génétique ne doivent jamais étre sous-
estimées.

Références


http://www.i-sis.org.uk/agrobacteriumAndMorgellons.php
http://www.i-sis.org.uk/Agrobacterium.php

1. Cummins ). Biologicals, wonder drugs with problems. Science in Society 41 (to appear).

2. Gleba Y, Klimyuk V and Marillonnet S. Magnifection - a new platform for expressing
recombinant vaccines in plants. Vaccine 2005, 23(17-18), :2042-8.

3. Giritch A, Marillonnet S, Engler C, van Eldik G, Botterman J, Klimyuk V and Gleba Y.
Rapid high-yield expression of full-size IgG antibodies in plants coinfected with
noncompeting viral vectors. Proc Natl Acad Sci U S A. 2006, 103(40), 14701-6.

4 Hiatt A and Pauly M. Monoclonal antibodies from plants: a new speed record. Proc Nat/
Acad Sci U S A.2006;103(40),:14645-6.

5. Lico C, Chen Q and Santi L. Viral vectors for production of recombinant proteins in
plants. / Cell Physiol. 2008, 216(2), 366-77.

6. Yang L, Wang H, LiuJ, LiL, FanY, Wang X, Song Y, Sun S, Wang L, Zhu X and Wang X. A
simple and effective system for foreign gene expression in plants via root absorption of
agrobacterial suspension. / Biotechnol. 2008, 134(3-4), 320-4

7. Cummins, J]. Common plant vector injects genes into human cells Institute of Science
in Society http://www i-sis.org.uk/Agrobacterium.php

8. Ho M-W and Cummins |. Agrobacterium and Morgellons Disease, A GM connection?
Science in Society 38, 33-36, 2008.

© 1999-2011 The Institute of Science in Society
Contact the Institute of Science in Society

MATERIAL ON THIS SITE MAY NOT BE REPRODUCED IN ANY FORM WITHOUT
EXPLICIT PERMISSION. FOR PERMISSION, PLEASE

Définitions et compléments :

Doomsday - D'apres Wikipédia

‘' Cette page d'’homonymie répertorie les différents sujets et articles partageant un méme nom.

Doomsday est un mot anglais qui signifie littéralement « jour du mauvais sort » et qui
peut se traduire selon le contexte par « apocalypse » ou « jour du Jugement dernier » ou
« fin du monde ». En francais il peut se référer a

e pDoomsday, titre du deuxieme album de Boo-Yaa Tribe.
 Doomsday, film américain réalisé par Rowland V. Lee en 1928.

« Doomsday, film britannique réalisé par Neil Marshall en 2008.

» Doomsday, personnage super-vilain de comics, connu pour avoir tué Superman.

»  Doomsday, titre original de I'épisode Adieu Rose de la série Doctor who
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* (en) Doomsday rule, algorithme d'éphéméride qui fait apparaftre notamment la
date fictive du O mars.

Voir aussi [modifier]

e Apocalypse (homonymie)
e Fin du monde (homonvmie)

« Doom

Source http://fr.wikipedia.org/wiki/Doomsday

Expression transitoire - En génie génétique)- Expression d'un géne nouvellement
introduit dans une cellule et non intégré dans le génome.

Source : http://fr.wiktionary.org/wiki/expression_transitoire

Mise au point d'une méthodologie d'expression transitoire chez la
vigne - Extraits

Auteurs : Pere Mestre, Maria Santos-Rosa et Didier Merdinoglu, Laboratoire de Génétique
et Amélioration de la Vigne, UMR INRA-ULP 1131 Santé de la Vigne et Qualité du Vin - 28
rue de Herrlisheim, Colmar, F-68021

Introduction

La viticulture est une composante majeure de I'agriculture francaise, non seulement en
termes économiques mais aussi en termes culturels la qualité et la typicité des vins
francais participant a I'image du pays dans le monde. Le début du XXleme siecle a vu un
progrées phénoménal dans la connaissance de la génétique de la vigne et le
développement des ressources génomiques, comprenant le séquencage complet du
génome dont la réalisation est prévue dans les deux prochaines années. Ces ressources
autorisent la communauté scientifique de la vigne a aborder la question de la fonction
des genes a I'échelle du génome entier. Cependant les outils performants de validation
fonctionnelle des génes ne sont pas encore disponibles pour la vigne. C'est la raison pour
laquelle nous nous sommes engagés dans le développement d'une méthode d'expression
transitoire pour I'analyse fonctionnelle chez la vigne.

Expression transitoire basée sur ['agroinfiltration

Nous avons choisi de développer un systéeme basé sur I'agroinfiltration en raison de son
co(t réduit et son adaptation au haut débit. Nous avons utilisé la souche d'Agrobacterium
tumefaciens C58C1, qui s'est montré e étre efficace en plusieurs especes végétales
(Wroblesky et al, 2005). Pour évaluer I'efficacité de la méthode, nous avons utilisé
comme marqueur la protéine de la R-glucuronidase (GUS). La séquence du gene GUS de
la construction utilisée pour l'infiltration est interrompue par un intron, ce qui élimine la
possibilité d'observer son expression chez la bactérie.

Effet de la présence dans la souche C58C1du plasmide pCH32, possédant des
facteurs de virulence complémentaires.

Depuis les premieres expériences nous avons constaté que la simple opération
d'infiltration de la suspension bactérienne dans feuilles de vigne avec une seringue est
une opération difficile. En revanche, la méthode d'infiltration sous vide (Kapila et al,
1997) nous permet d'obtenir une infiltration plus uniforme des feuilles, en particulier avec
des plantes issues de culture /n vitro. En conséquence, nous avons utilisé l'infiltration
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sous vide de plantes issues de culture /n vitro pour analyser |'effet de plusieurs facteurs
sur I'efficacité de la procédure.

Conclusion

Ce travail montre que I'on peut atteindre des niveaux acceptables d'expression en
utilisant des feuilles de plantes issues de culture /n vitro infiltrées sous vide. Le choix du
génotype et la qualité du matériel végétal semblent étre des facteurs tres importants
pour la réussite de la méthode. De plus, nos observations suggerent qu'il existerait un
facteur génétique déterminant la sensibilité de I'h6te a I'agroinfiltration.

Référence : Kapila et al (1997) Plant Science, 122: 101-108

OWroblewski et al (2005) Plant Biotechnology Journal, 3: 259-273

Source Rencontres Scientifiques du DGAP - 25-27 Septembre 2006 - S. Batz-sur-Mer.
Article complet avec illustrations sur le site
http://www.prodinra.inra.fr/prodinra/pinra/data/2009/06/PROD200911fdb8
56 20090626114302411 .pdf

Magnifection : néologisme scientifique

Magnifection - a new platform for expressing recombinant vaccines in plants.
Auteurs Gleba Y, Klimyuk V, Marillonnet S. - Origine : Icon Genetics, Biozentrum Halle,
Weinbergweg 22, D-06120 Halle (Saale), Germany. gleba@icongenetics.de

Abstract

Today, plant biotechnology relies on two processes for delivery and expression of
heterologous genes in plants: stable genetic transformation and transient infection with
viral vectors. Although much faster, the transient route until recently was limited because
of virus' low infectivity and its inability to carry average-size or larger transgenes. A
recently developed new generation transfection technology overcomes these limitations
by relying on Agrobacterium as an infective systemic agent that delivers viral replicons.
This improved process is being used to simultaneously start transient gene amplification
and high-level expression in all mature leaves of a plant, and such a transfection can be
done on an industrial scale.

This eclectic technology, called 'magnifection', combines advantages of three biological
systems: vector efficiency and efficient systemic DNA delivery of Agrobacterium, speed
and expression level/yield of a plant RNA virus, as well as posttranslational capabilities
and low production costs of a plant. The proposed process allows for industrial production
that does not require genetic modification of plants, that is much faster than previous
methods, and that is biologically safe. Numerous applications in the area of vaccine
manufacturing are being discussed.

PMID: 15755568 - [PubMed - indexed for MEDLINE]. Source
http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15755568

Magnifection - mass-producing drugs_in record time

Imagine reading the paper to find that a new wonder drug has been created that could
save your life, if only you could afford it. Alternatively, put yourself in the shoes of the
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authorities that must decide not to offer powerful new drugs on the NHS because they
simply aren't cost-effective enough. These situations are all too common-place and are
often due to the extremely high costs of drug development. But a couple of years ago,
scientists at Icon Genetics and Bayer Bioscience made an exciting step toward lowering
these costs for some of the most promising new treatments.

The treatments in question are called ‘'monoclonal antibodies' or ‘"MADbs’, synthetic
versions of the natural antibodies that our immune systems use to identify and neutralise
infectious agents. MAbs are specially shaped to act like molecular gloves, sticking onto a
target of choice and inactivating it by blocking interactions with other molecules.

The most famous member of this group, the breast cancer drug Herceptin, is one of a
handful of currently available MAbs. But they are about to be joined by many more - over
150 MADbs are in development and the market for them is likely to exceed £10 billion.

But no matter how good these new biotechnological wunderkinds are, they will be
worthless unless they reach the patients they are designed to benefit. And with the cost
of treatment courses exceeding tens of thousands of pounds, that is looking unlikely.
Every stage of the manufacturing process from raw materials to equipment is exorbitantly
expensive and drives the inflated prices of the end product. As such, only better, cheaper
and more effective production methods will enable scientists to fully realise the potential
of these designer molecules. A new technique called 'magnifection’ could be just such a
method.

Currently, all MAbs are grown using mammalian cells and over the past twenty years, a
variety of other hosts from insects to bacteria to yeast have been considered as
replacements in the search for efficiency. But all these choices have crippling flaws, with
the most significant being massively lengthened development times.

Plants, one of the many possible host options, are no exception to this. While mammalian
cells take at most a year to produce a gram of antibodies, plants require at least two.
Combined with complex genetics, long life-spans, the need for land and the threat of
contaminating wild stocks, plants seem to be a dead end as far as antibodies go. But
Anatoli Giritch and colleagues have revived their potential in spectacular fashion.

Their technique, called ‘magnifection’ uses infectious agents like bacteria and viruses
to carry the instructions for making antibodies throughout the plant's cells, hidden under
multiple layers of encryption. Each antibody is a combination of different molecules, and
the recipes for making these separate components are encoded in two different viruses -
one that usually infects tobacco and another that targets potatoes. Each virus is then split
into different segments and loaded into a type of bacteria called Agrobacterium.

Once Agrobacterium infects the plant, it spreads rapidly and eventually reaches about
95% of its leaf cells. The addition of a specific enzyme then acts as a trigger, causing the
bacteria to begin assembling viruses. These spread locally across neighbouring cells and
begin churning out antibody components, turning the plant into a monoclonal antibody
factory.

The result is MAb production on a scale completely unheard of. It took this system just
two to three weeks to churn out a gram of antibodies, utterly smashing the current record


http://www.cancerhelp.org.uk/help/default.asp?page=419

of 6 months. And each kilogram of host leaves were yielding 10-100 times more raw
product than any other production system.

The key to magnifection’s success lies in the choice of viruses. While many virus
combinations compete with each other for a host's resources, the tobacco mosaic virus
and potato virus X seem to co-exist harmoniously. Giritch et al. believe that they use
different host proteins to replicate themselves and so never draw upon the same pool of
resources.

The duo are now trying to tweak the magnifection protocol to achieve even better results.
They will consider different virus combinations and will try to add chaperone molecules
that help antibody components to combine with greater efficiency. Regardless of any
further improvements, the implications for magnifection are tremendous. The technique
is rapid, versatile and can be easily scaled-up. The result will be more drugs at lower
prices leading, hopefully, to a better deal for patients.

Magnifection is particularly suited to situations where we might need to manufacture vast
quantities of antibodies or other complex molecules in a short amount of time. A viral
pandemic, or a biological terror attack, are just two examples of such emergencies.

Reference: PNAS doi: 10.1073/pnas.0606631103 - Source
http://blogs.discovermagazine.com/notrocketscience/2008/08/16/maanifection-mass-
producing-drugs-in-record-time/

Protéine recombinante - Extrait d'un article Wikipédia

Cet article doit étre wikifié (février 2011). Le texte ne correspond pas a la mise en forme Wikipédia
wikil]  (style de Wikipédia, typographie, liens internes, lien entre les wikis, etc.). Téléchargez le guide de
syntaxe et modifiez !

Une protéine recombinante (ou protéine hétérologue?) est une protéine produite
par une cellule dont le matériel génétique a été modifié par recombinaison_génétique. Un
géne codant une protéine d'intérét est introduit dans le génome de I'espece productrice
(bactéries, cellules mammiferes en culture, animaux transgéniques, etc.). Les protéines
recombinantes peuvent étre purifiées et utilisées a des fins thérapeutiques, industrielles
ou bien encore dans les activités de recherche.
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Historique [modifier] [11]

C'est en 1972 que les premieres manipulations in vitro sur genes ont commencé. A cette
époque, le biochimiste Paul Berg obtient le premier ADN recombinant grace aux enzymes
de restriction. Un an plus tard, S.Cohen et H. Boyer parviennent a introduire des genes
d'amphibien dans la bactérie Escherichia coli. Le premier organisme transgénique est né.
Dans les années 80, le premier produit issu du génie génétique est commercialisé. Il
s'agit de I'insuline recombinante humaine produite par des bactéries génétiquement
modifiées. C'est aussi a cette période que les scientifiques se rendent compte que toutes
les protéines produites par cette méthode ne sont pas fonctionnelles. Ce probleme vient
du fait que les bactéries n'ont pas toute la machinerie qui permet aux protéines d'avoir
leur maturation post-traductionnelle et donc d'acquérir une activité biologique. Les
chercheurs se tournent alors vers des modeles de cellules eucaryotes. En 1982, Ia
premiere souris transgénique voit le jour. Elle produit une quantité d'hormone plus
grande que la normale.

Construction du transgéne [modifier] [3];[12]:[14];[16]
A.Composition du transgene

- Le vecteur est un moyen de transport de I'ADN. C'est un fragment capable de
réplication autonome et qui peut supporter l'insertion d'un autre fragment d’ADN de taille
variable (plasmide bactérien).

- L'organisme donneur exprime la protéine d'intérét. L'ARNm codant cette protéine est
isolé de cet organisme. L'ARNmM permet la synthése de I'ADNc qui sera utilisé pour le
clonage. En effet, 'ADN génomique eucaryote n'est pas utilisable dans un systeme
bactérien car les bactéries ne possedent pas la machinerie d'épissage des ARNm
eucaryotes.

C'est pourquoi la technique RT-PCR est souvent utilisée pour |'obtention de I'ADNc codant
le gene d'intérét. Suite a la réverse transcription des ARNm totaux en ARNm, I'ADNc
correspondant a I'ARNmM codant la protéine d'intérét est amplifié par PCR en utilisant des
amorces spécifiques auxquels sont ajoutés des sites de restrictions qui seront ensuite
utilisés pour le clonage.

- Séquences régulatrices
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Une fois I'ADNc d'intérét amplifié, il lui faut ajouter les séquences permettant de cibler le
tissu de transcription ainsi que les signaux de terminaison de la transcription et de la
traduction. Ces séquences sont souvent présentes sur le plasmide dans lequel est cloné
le gene d'intérét :

-En 5" : un promoteur spécifique du tissu dans lequel I'expression est attendue, ainsi
gu'un intron dans le cas ou la transgénese est réalisée en modele eucaryote.

- En 3' : un codon stop ainsi qu'un signal de polyadénylation.
Composition du transgéne utilisé pour la transgénese animale

Avec les bactéries il n'y a pas besoin d'introns.

B. Clonage du géne d'intérét

ADN recombinant :

L'ADNc amplifié par PCR est cloné dans un vecteur (BAC, YAC, plasmide bactérien...)
contenant les séquences régulatrices décrites précédemment.

Pour cela, le vecteur (ici plasmide) ainsi que I'ADNc du gene d'intérét sont digérés par
des enzymes de restriction différentes afin d'orienter I'insertion de I'ADNc avant de liguer
I'ADNc dans le plasmide a I'aide d'une ligase.

Frabrication de I'ADB recombinant
Le plasmide recombinant est ensuite introduit dans une bactérie, par transformation, afin
d'amplifier le vecteur qui sera ensuite purifié. Avant de réaliser la transgénese, le vecteur

est linéarisé et les signaux de réplication bactériens ainsi que les genes de résistances
présents sur le plasmide sont éliminés par utilisation d'enzymes de restriction.

Transgénese et animaux fondateurs [modifier] [2];[5];[10];[14];,[17]

A.La transgéneése

C'est une technique consistant a I'intégration d'un géne exogéne au génome d'un
organisme hote. Le but de cette manipulation est de permettre a I'h6te de produire une
protéine d'intérét non produite par une espece donnée ou bien de le produire en plus
grande quantité (utilisé dans les activités de recherche)?.

B.Le choix de I'hdte

Il se fera en fonction de I'utilisation désirée de la protéine recombinante ainsi que des
mécanismes cellulaires nécessaires a la production d'une protéine fonctionnelle :

- Bactéries : forte croissance, niveau de sécrétion variable mais pas de modification post-
traductionnelle. Formation de corps d'inclusion si la protéine n'est pas sécrétée.
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- Levures : faciles a cultiver, modifications post-traductionnelles, bonne expression mais
faible capacité de sécrétion des grosses protéines.

- Champignons : bonne sécrétion, modifications post-traductionnelles mais parfois
indésirables.

- Cellules de mammiferes : production de grosses molécules possible mais faible
rendement pour des couts élevés.

- Plantes : Utilisées dans le cas de productions de plantes transgéniques OGM permettant
une résistance a des parasites ou a des pesticides. Ex : Mais Bt

- Animaux : productions de grosses molécules, possibilité de consommer les protéines
recombinantes dans I'alimentation, nécessite de grande structure pour |'élevage.

C.Introduction du géne d’intérét dans le génome héte

- Pour les bactéries et les levures, le transgéne sera soit introduit dans la cellule sur un
plasmide, soit intégré au génome bactérien par double recombinaison homologue.

- Chez les végétaux, I'intégration de I'ADN recombinant se fait grace a un « canon a
ADN », qui projette des microbilles d'or ou de tungstene enrobées d'ADN ou par
I'utilisation de bactéries capables de transférer de I'ADN a sa cellule hote (ex :
Agrobactérium_tumefasciens)

- Pour les animaux, I'injection d'une solution contenant I'ADN recombinant sous forme
linéaire est injecté dans le pronucléus male d'une cellule ceuf avant I'étape de
caryogamie. L'ADN injecté sera intégré au génome par les mécanismes de réparation de
I'ADN de la cellule hote. La drosophile, le poisson zeébre, le vers nématode, le poulet, le
Xénope, la souris sont des animaux tres utilisés.

Exemple de transgénése en modéle murin :
Schéma montrant I'obtention d'animaux transgéniques
L'ADN exogene est injecté dans le pronucleus male

1) les ceufs viables sont réimplantés dans une mere porteuse préparée a recevoir un
embryon

2) chez la souris porteuse, I'ADN injecté est intégré a I'ADN hdte par les mécanismes de
réparation de I'ADN. Les souris transgéniques sont identifiées par PCR.

3) Croisement entre des souris sauvages et les souris transgéniques permet d'obtenir des
souris hétérozygotes pour le transgene.

4) Si nécessaire, un croisement entre deux souris hétérozygotes permet d'obtenir des
souris homozygotes pour le transgéne.
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Suite a sa production la protéine est purifiée grace a des méthodes biochimiques comme
la chromatographie sur colonne, HPLC, ...

D. Problémes fréquents

Il est possible que le nombre de copie du transgene intégré soit insuffisant pour
permettre une production de protéine d'intérét en concentration satisfaisante pour son
utilisation a grande échelle. Au contraire, I'expression du géne transféré peut étre
muette. En effet, si ce dernier s'est intégré au niveau d'une région d'hétérochromatine, le
gene ne se verra pas transcrit et donc pas exprimé. L'intégration du transgéne peut
également avoir des conséquences néfastes sur le développement de I'organisme hote:

- Par un changement de besoin nutritionnel

- L'expression du transgene dans une zone non ciblée créant des traumatismes des tissus
(expression ectopique)

- Une surproduction du transgene menant a un phénotype délétere

- Le blocage de I'expression d'un gene endogene si I'intégration s'est faite a l'intérieur de
ce gene

>>> Schématisation de la difficulté d'obtention d'un organisme transgénique

Article complet sur le site http.//fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_recombinante

Recombinaison génétique - Extrait d'un article de Wikipédia

Cet article est une ébauche concernant la biologie.
B vous pouvez partager vos connaissances en I'améliorant (comment ?) selon les recommandations des
projets correspondants

La recombinaison génétique est « le phénomeéne conduisant a I'apparition, dans une
cellule ou dans un individu, de géenes ou de caracteres héréditaires dans une association
différente de celle observée chez les cellules ou individus parentaux »+.

Cette définition recouvre deux processus complémentaires que sont les brassages intra
et interchromosomiques, et est toujours la définition utilisée en génétique, génétique des
populations ou virologie, et peut étre considérée comme synonyme de brassage
génétique.

Cependant le développement de la biologie moléculaire a mené vers une interprétation
différente de cette définition par une partie de la communauté scientifique. En biologie
moléculaire le terme recombinaison génétique sera souvent utilisé comme synonyme de
la recombinaison de I'ADN, c'est-a-dire les processus par lesquels une molécule d'ADN_
(ou d'ARN) est coupée, puis jointe a une autre2.
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Les recombinaisons génétiques provoquées artificiellement sont également un outil
essentiel en biologie moléculaire et génie génétique.

En générant de nouvelles combinaisons génétiques, les recombinaisons naturelles sont un
des mécanismes a l'origine de la diversité d'une population. Ce brassage
génétique, facilité par la reproduction sexuée, est un des mécanismes essentiels

de I'évolution_des espéces.

Sommaire
e 1 Généralités
o 1.1 larecombinaison génétique chez les eucaryotes

o 1.2 Llarecombinaison chez les bactéries (procaryotes)

o 1.3 Chezles virus

o 1.4 Intéréts économique et médical

e 2 larecombinaison au niveau moléculaire

o 2.1 Larecombinaison homologue

o 2.2 larecombinaison illégitime

0 2.3 larecombinaison site-spécifique

« 3 Notes et références

e 4 \oir aussi

o 4.1 Articles connexes

Généralités [modifier]

'

La recombinaison génétique implique le réarrangement entre deux molécules d'acides
nucléiques différentes, créant ainsi deux nouvelles combinaisons génétiques

La recombinaison génétique est un échange d'information_génétique entre deux génomes
différents ou bien entre deux chromosomes. Il s'agit en général d'un échange entre
fragments d'ADN. Mais chez certains virus comme celui de la grippe, il s'agit d'échange
d'ARN. Cela permet de créer de nouvelles combinaisons génétiques donc des génomes
nouveaux .
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La recombinaison est un phénomene naturel et universel dans le monde vivant, et c'est
un des facteurs essentiels permettant de maintenir la diversité génétique dans une
population.

La formation de nouvelles combinaisons génétiques assure le brassage génétique et le
maintien de la diversité génétique dans une population, ce qui augmente la possibilité
pour une espece de s'adapter a une modification de I'environnement. La recombinaison
est donc I'un des processus essentiels de I'évolution des espeéces.

1. Chez les eucaryotes, elle se produit lors de la reproduction sexuée, grace a la
meiose, quand se forment les gametes, et grace a la fécondation.

1. Chez les procaryotes (bactéries), elle se produit grace a la conjugaison
bactérienne, la transformation bactérienne, ou la fransduction bactérienne.

2. Chez les virus, la recombinaison peut avoir lieu au sein des cellules infectées par 2
virus différents. L'apparition du nouveau virus H5N1 est par exemple, le résultat
de recombinaisons génétiques.

Du fait du coQt lié a la synthése des enzymes nécessaires au processus, la maintenance
de la recombinaison est nécessairement associée a un avantage évolutif. L'hypothese la
plus probable, du moins chez les eucaryotes, est liée a I'amélioration du brassage
génétique au cours de la reproduction sexuée. En I'absence de recombinaison, les
chromosomes seraient redistribués aléatoirement au cours de la méiose, mais les genes
liés sur le méme chromosome resteraient toujours associés. La recombinaison, en
permettant le réassortiment des haplotypes, permet de diminuer le déséquilibre de
liaison et de créer de nouvelles combinaisons, augmentant ainsi la diversité génétique au
sein de la population. L'évolution de la fonction de recombinaison se heurte néanmoins
aux mémes obstacles théoriques que I'évolution de la reproduction sexuée, et n'est
susceptible de se produire que dans des conditions démographiques (taille de population)
et génétiques (importance et directionalité des interactions génétiques) spécifiques, et
pas encore clairement élucidées.

Article complet sur http://fr wikipedia.org/wiki/Recombinaison_g%C3%A9n%C3%A9tique
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