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Biotechnologies vertes
Agro-alimentaire, alimentation, 
agriculture, OGM

Biotechnologies blanches: 
Industrielle Systèmes biologiques 
comme alternative aux procédés 
chimiques: bio-énergie, matière 
première renouvelable…

Biotechnologies jaunes:
Protection de 
l’environnement, 
dépollution

Biotechnologies bleues:
Biodiversité marine (santé, 
cosmétique, aquaculture, 
agroalimentaires

Biotechnologies Rouges: Santé 
Protéines thérapeutiques, thérapie 
génique et cellulaire, diagnostic, 
ingénierie tissulaire… Biotechnologies noires:

Bio-défense et Bio-sécurité



•L’OCDE* définit la biotechnologie comme 
« l’application des principes scientifiques et de l'ingénierie à la 
transformation de matériaux par des agents biologiques pour 
produire des biens et services ».

Définition des biotechnologies

La biotechnologie pharmaceutique se définit comme l’ensemble des 
procédés biotechnologiques, utilisant des micro-organismes, plantes et 
animaux ou leurs constituants, pour la production de produits 
pharmaceutiques.

Définition(s) des biomédicaments: 
LOI n° 2007-248 du 26 février 2007 

Médicament biologique: 
« tout médicament dont la substance active est produite à partir d'une source biologique ou en 
est extraite et dont la caractérisation et la détermination de la qualité nécessitent une combinaison 
d'essais physiques, chimiques et biologiques ainsi que la connaissance de son procéde ́ de 
fabrication et de son contro ̂le » 



Classification des Biomédicaments



Embryonnaire Émergent Croissant Mature
• Technologies non 

validées
• Premiers produits en 

développement
• Aucun produit sur le 

marché

• Technologies validées
• Croissance des produits 

en développement
• Faible nombre de 

produits sur le marché

• Technologies maîtrisées 
et en cours 
d’optimisation

• Nombreux produits en 
développement et 
commercialisés

• Technologies banalisées et optimisées
• Nombreux produits en développement 

et commercialisés
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Molécules 
chimiques

Substances biologiques 
d’extraction

Thérapie 
génique

Thérapie 
cellulaire

Protéines 
recombinantes 

vaccinales

Vaccins 
thérapeutiques 

cellulaires

Protéines 
recombinantes 
thérapeutiques

Maturité des technologies



Origine possible des substances biologiques: 

• 1-Extraction: tissus ou fluides animaux ou humain (sang, urines, lait, 
cellules…)

• 2-Substrat cellulaire : cellules procaryotes (bactéries) ou eucaryotes 
(champignons, insectes, mammifères) àSystème de production en culture 

• Sécrétion naturelle : toxines ou enzymes bactériennes (Toxine 
botulique, anatoxine tétanique, streptokinase...) 
• Sécrétion après modification génétique permettant l’expression d’un 

gène étranger

• 3-A partir d’animaux ou plantes transgéniques



Biomolécules thérapeutiques et micro-organismes
• Protéines:

• Recombinantes: hormones, anticorps et dérivés, cytokines…
• Bactéries, levures, champignons, cellules d’insecte, cellules de mammifères

• Naturellement produite par la cellule: enzymes, hormones, anticorps, albumine, collagène…
• Bactéries, levures, champignons, cellules de mammifère

• Acides nucléiques
• vaccins ADN, ARN: bactéries
• Plasmides, oligonucléotides: bactéries
• Vecteurs viraux: virus (thérapie génique)

• Antibiotiques: champignons, bactéries
• Lipides, polysaccharides, molécules organiques complexes: levures, bactéries
• Vaccins

• Micro-organismes: virus, bactéries
• Recombinants: bactéries, levures, cellules mammifères, d’insectes



Les acteurs de la bioproduction

(Ex: Roche, Pfizer, Sanofi…)

(Ex: Genentech, Amgen…)

Développent 1 seul produit
Compétences ++
Preuve de concept  (POC)
Brevets internationaux, publications 
scientifiques
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• 530 bioproduits développés par des sociétés françaises (startupà big pharma)
• Dont 169 anticorps monoclonaux, 35 produits de thérapie cellulaire et 78 produits de thérapie génique
• Investissement de 800 millions € dans le développement des biothérapies (Grand Défi biomédicaments, 2020)

https://www.mabdesign.fr/wp-
content/uploads/2021/07/Immunowatch-
Edition-3-Bioproduction-2.pdf



Recherche
Développement 
pharmaceutique 
& préclinique

Commercialisation 
du produit

Développement
clinique

La cible
biologique

*Recherche 
*Identification 
*Validation
*Tests
et modèles d’étude 

Identification de 
biomarqueurs

Utilisation des 
biomarqueurs

Tests compagnons

Le produit *Identifier le Lead
*Production de lots 
recherche et 
caractérisation 

*Production GLP
*Caractérisation 
analytique
*Sécurisation biologique
*Formulation phase I

Production
(lots cliniques,
lots de validation
industrielle)
Formulation
phase II/III
Caractérisation
analytique complète

Production GMP (lots 
commerciaux)

Ses 
propriétés

*Etudes 
pharmacologiques in vitro
et in vivo
=Preuve de concept (POC)

Toxicologie
Pharmacologie 

Etudes cliniques Pharmaco-économie
Pharmacovigilance
et plan de gestion de
risques

Go / No Go Enregistrement

But: développer un procédé qui mène un produit caractérisé en recherche vers 
sa disponibilité commerciale

Quantités
requises

mg g
Centaines 
de g

kg
Dizaines 
de kg

Centaines 
de kg



Le procédé de production des biomédicaments  est 
complexe et variable:

le procédé « fait » le produit



Classification pharmacologique des biomédicaments
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b. Classification pharmacologique 

La classification pharmacologique différencie les biomédicaments en fonction de leur nature. 

Elle permet de regrouper les médicaments en grandes familles pharmacologiques. 

 

Les 173 biomédicaments disponibles sur le marché français se répartissent en neuf classes 

pharmacologiques majeures. Dans les classes les plus représentées, il y a les vaccins (35 %), 

les anticorps monoclonaux (17 %), les facteurs de croissance (9 %), les hormones (9 %) et les 

enzymes (8 %). Ces cinq classes majoritaires représentent 78 % des biomédicaments sur le 

marché français. 

 
Figure 3 : Classification pharmacologique des 173 biomédicaments commercialisés en France au 31 mai 2014 

c. Classification par aires thérapeutiques 

La classification par aires thérapeutiques prend en compte toutes les aires thérapeutiques 

ciblées par chacun des médicaments. Un médicament peut donc ici être comptabilisé plusieurs 

fois quand il cible différentes aires thérapeutiques. En effet, une nouvelle indication 

thérapeutique peut être découverte à un biomédicament, le plus souvent aux anticorps 

monoclonaux. Prenons l’exemple de Mabthera® (rituximab) qui a obtenu des indications 

thérapeutiques en Oncologie/Hématologie mais également en Rhumatologie dont : 

x Le traitement de patients atteints de lymphomes folliculaires de stade III-IV en cas de 

chimiorésistance, 

Facteurs de 
coagulation 

3% 
Autres 

7% 

Anti-coagulants 
1% 

Anticorps 
monoclonaux 

17% 

Hormones 
9% 

Vaccins 
35% 

Insulines 
6% 

Enzymes 
8% 

Cytokines 
5% 

Facteurs de 
croissance 

10% 

La production de protéines recombinantes

Mypharma-editions



Les protéines à usage thérapeutique:  des macromolécules complexes

Hormone de 
croissance

191 aa; 22kDa,
non glycosylée
4 hélices α antiparallèles

Erythropoïétine
(EPO) 
165 aa; 30,6 kDa ; 40% 
glycosylation

Anticorps monoclonaux
1200 aa; 150kDa
Site de glycosylation sur fragment Fc

Insuline
50 aa; 16 kDa,
non glycosylée

Gefitinib, (0,447kDa)



Technologie des protéines recombinantes
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Culture cellulaire = générer le clone producteur 
Etape-clé 1: Cell line development = activité recherche 

Séquence cDNA) vecteur sauvage)

vecteur d�expression)

protéine 
d�intérêt)

Inser&on)

Transforma&on)
Transfec&on)

Organisme génétiquement 
modifié exprimant la protéine 

d�intérêt)

!  'Travail'sur'la'séquence'à'exprimer:'
'séquence'signal,'humanisaHon'des'
anHcorps,'format'de'l’anHcorps,'mutaHons'
dirigées''
Ex:$Darbepoïé3ne:$muta3ons$insers3onnelles$
pour$créer$2$sites$de$glycosyla3on$
supplémentaires$
!  Ciblage'de'l’inserHon'du'transgène'
!  OpHmisaHon'du'vecteur'd’expression'

(séquences'régulatrices,'inducHble...'
!  Co@expression'de'protéines''

bactérie'

levure'

CHO'

!  SélecHon'des'cellules'transfectées'
!  SélecHon'des'clones'hautement'

producHfs'(lignée'productrice'stable'
≈'40'semaines)'

!  CaractérisaHon'généHque'de'la'
lignée'établie'

!  OpHmisaHon'des'condiHons'de'
culture'(milieu'sans'élément'
d’origine'animale,'cellules'en'
suspension,'définiHon'des'
paramètres'de'culture:'pH,'
agitaHon,'aéraHon...)'

hCp://www.gene3x.com$

Browne$et$al.$Trends$in$Biotechnology.$2007$

SélecHon'des'clones'les'plus'producteurs,'un'exemple'

CHO' TransfecHon' Croissance'sans'sélecHon'

SélecHon'(G418)'Picking'Croissance'

Culture'en'milieu'sans'sérum'

SélecHon'des'clones'
producteurs'

Expansion'cellulaire'

CaractérisaHon'des'clones'
sélecHonnés:'
!  Copies'du'gène'(PCR'

quanHtaHve)'
!  Profil'de'mRNA'

(Norther@Blot)'
!  Profil'd’intégraHon'du'

gène'(Southern@Blot)'
!  Repérage'du'gène'par'

FISH'

Production par cellule hôte= 
générer LE clone producteur 
(Cell line development) 

ü Travail sur la séquence à exprimer:
Nucléotidique (èProtéique)
ü Optimisation du vecteur 

d’expression 
ü Ciblage de l’insertion du transgène

ü Sélection des cellules transfectées
ü Sélection des clones hautement 

productifs 
ü Caractérisation génétique de la 

lignée établie
ü Optimisation des conditions de 

culture 



Les principales contraintes pour la production

ü Quantité

ü Taux de production, cinétique, 
hétérogénéité

ü Complexité moléculaire

ü Procédés de production complexes 
et variables, contrôles qualité 
complexes 

ü Stabilité, solubilité

ü Considérations économiques: 
équipements disponibles, coûts de 
production

But de la 
production

Quantité 
requise

Degré de 
purification

Recherche: analyse 
fonctionnelle,
caractérisation

µg ou g modéré

Commercialisation / 
applications en 
recherche

100mg à 
100g

modéré

Enzymes 
commerciales

g au kg modéré à 
haut

Utilisation 
thérapeutique in 
vivo
maladies à faible 
incidence 
maladies à haute 
incidence

100g à 10 kg

10kg à 
100kg

haut



Procédé de fabrication

Développement 
génétique

Vecteur 
sauvage 

ADNc

Cellule hôte Vecteur 
d’expression

Système d’expression stable

Banques cellulaires

Culture en milieu confiné 
Expansion: fermenteurs, 

bioréacteurs

Purification: exctraction, concentration, 
Purification fine

è Substance active (Drug Substance)

Formulation
è produit fini (Drug Product)

Production: 
Upstream Process (USP)

Downstream Process
(DSP)

Conditionnement



being hybridoma cells, Chinese hamster ovary (CHO)
cells [11], insect cells [12,13], and yeast cells [14]. Mam-
malian systems like hybridoma and CHO cells clearly
have the highest similarity to human cells, and proteins
produced by these systems are often properly folded and
glycosylated. However, the costs for their cultivation are
high (e.g. expensive media and growth factors, contami-
nations with microorganisms and viruses), they have a
limited secretion capacity and protein yields are usually
low [15]. On the other hand fungal expression systems,
and in particular yeast, can grow in relatively cheap and
defined media, decreasing the production costs. Besides,
they are not so susceptible to contaminations and in
addition, the yeast cells are less sensitive since the wall
makes them more resistant to shear stress during the
production process [10!!]. Yeast expression systems also
provide higher protein titers (>1 g/L) in fermentation
processes that have shorter run times (only few days) than
other systems [16]. On the basis of this, we propose yeast
as an attractive choice, and recent advances in genetic and
metabolic engineering, and tools in genomics and systems
biology could make Saccharomyces cerevisiae a preferred
production platform for a range of pharmaceutical
proteins [17]. However, even though yeasts are eukar-
yotic systems, the glycosylations of proteins may differ

substantially from that performed by mammalian cells, a
difference that can be in some cases detrimental for its
subsequent therapeutic use. N-glycosylation in yeast, for
example, is of the high mannose type whereas human N-
glycans are mainly of the complex or hybrid type. In
addition to N-glycosylation, yeast O-glycosylation charac-
terized by shorter glycan structures, also differs from the
human type, which is mucin-type in contrast to the
oligomannosyl-glycans in yeasts [10!!]. Very promising
attempts have been recently achieved to introduce
human glycosylation patterns in yeast (humanized yeast
platforms). To date, only Pichia species have been suc-
cessfully engineered to produce specific human-like gly-
coforms of proteins; however, recent advances reported in
this field in S. cerevisiae seem to indicate that, with further
development, it may increase the array of strains available
that are able to produce human-type glycosylated
proteins, and these strains will become a valuable plat-
form for the production of glycoproteins for therapeutic
use [10!!,18,19].

How to make S. cerevisiae a better producer
of pharmaceutical proteins?
The technology for industrial production of recombinant
pharmaceutical proteins in S. cerevisiae is well established
and currently applied for production of human insulin,
hepatitis virus vaccines and human papilloma virus

966 Pharmaceutical biotechnology

Figure 1
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Current Opinion in Biotechnology

(a) Global market for recombinant protein drugs and (b) percentage of
protein-based recombinant pharmaceuticals, produced by different
systems [1!!].

Table 1

Examples of recombinant therapeutic proteins successfully
expressed using different production systems, including highest
production levels reported in each organism. CHO = Chinese
hamster ovary cells; BHK = baby hamster kidney cells; NSO =
myeloma cells; (Y) = yeast; (F) = filamentous fungi; (M) = mam-
malian

Protein System Production
level

Refs

Hirudin S. cerevisiae (Y) 60 mg/L [53]
H. polymorpha (Y) – [54]

Interferon a-2b H. polymorpha (Y) 120 mg/L [55]
Hepatitis B vaccine H. polymorpha (Y) – [56]
Angiostatin P. pastoris (Y) 108 mg/L [57]
Anti-HBs Fab P. pastoris (Y) 50 mg/L [58]

Human serum albumin K. lactis (Y) 3 g/L [59]
S. cerevisiae (Y) 3 g/L [60]
P. pastoris (Y) 10 g/L [61]

Human interleukin 6 A. niger (F) 150 mg/L [62]
Human apolipoprotein AI CHO cells (M) 80 mg/mL [63]

Insulin precursor P. pastoris (Y) 3 g/L [64]
S. cerevisiae (Y) 98 mg/L [26!]

Human tPA CHO cells (M) 34 mg/L [15!]
Human gonadotropin CHO cells (M) 3 g/L [15!]
Erythropoietin (epoetin a) CHO cells (M) – [65]
Monoclonal Ab NSO cells (M) 3 g/L [15!]
HPV vaccine (CervarixTM) Insect cells – [66]
Human proapolipoprotein AI Insect cells 80 mg/L [67]
Clotting factor VIIa BHK cells (M) – [65]

Current Opinion in Biotechnology 2012, 23:965–971 www.sciencedirect.com

Examples of recombinant therapeutic proteins successfully expressed using different
production systems, including highest production levels reported in each organism. 

Current Opinion in Biotechnology 2012, 23:965–971

Exemple de l’insuline:
1980: mg
2010: 3-8 g/L
2015: 10 g/L
2020 > 10 g/L



Principaux systèmes de production industriels
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E. Coli Levure Mammifère

Clivage protéolytique ? ? oui

Glycosylation non ? oui

Secretion ? oui oui

Folding ? ? oui

Phosphorylation non ? oui

Acétylation non oui oui

Amidation non oui oui

% P intérêt/P totales >50% 1% <1%

MM, quantité 60-70 kDa
100g/L

30kDa
1g/L

<300kDa
1-5g/L

Inconvénients Non adapé aux 
protéines complexes
Agrégation du produit

Pas pour la 
production 
d’anticorps

Faibles productivités
Couts élevés
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Production de protéines recombinantes par E.coli

Promoteur fort (constitutif ou inductible)è transcription ++
Site de fixation des ribosomes
Sites de restriction uniques
Signal de terminaison de transcription
Origine de réplication dans les bactéries
Gène de résistance à un antibiotique
(marqueur de sélection)

Caractéristique
s du plasmide

Caractéristiques des bactéries hôtes:
§recA(-) : pas de recombinaison possible.

§dam ou dcm(-) : pas de méthyltransférases 

§Pas de plasmides endogènes 

Les protéines recombinantes sont produites en intra-cellulaire

ü Peu de protéines chaperon
ü pas de modifications post-traductionnelles
ü Environnement réducteur du cytoplasme

Formation de corps d’inclusion:
précipitation de la protéine 

exprimée 
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ØCroissance rapide et peu onéreuse 

ØSystème génétique bien connu,
nombreuses souches améliorées

ØNombreux vecteurs d’expression disponibles,
facilité de transfection dans les bactéries-hôtes

ØBons rendements de production des protéines
(plusieurs dizaines de grammes par litre de culture)

ØCorps d’inclusion cytoplasmiques:
facilité de purification

ØPas de modification post-traductionnelle
Activité biologique différente de la protéine 
native

ØCorps d’inclusion: protéine insoluble, mal 
repliée

ØPrésence d’endotoxines bactériennes: le 
procédé de purification doit prévoir des étapes 
d’élimination

Avantages Inconvénients

Quelques protéines thérapeutiques produites par E Coli:

270    Current Pharmaceutical Biotechnology, 2011, Vol. 12, No. 2 Mariusz Kamionka 

Macmillan and co-workers [6] describe a quite different ap-
proach to the production of glycoproteins, in particular EPO, 
in E. coli. All three asparagine residues which are N-linked 
glycosylation sites were mutated to cysteine residues 
(Asn24Cys, Asn38Cys and Asn83Cys). This mutant was 
expressed in bacterial cells, refolded and subsequently sub-
jected to a successful site specific glycosylation with �-N-
glycosyl iodoacetamide [6]. 

Proteolytic Protein Maturation 

 Eukaryotic proteins are quite often originally expressed 
as precursors (pro-proteins) which require further proteolytic 
modifications to become fully active. Moreover some protein 
precursors are secreted from the cell. Many of these are syn-
thesized with an N-terminal signal peptide that targets them 
for secretion (pre-pro-proteins). The signal peptide is cleaved 
off in the endoplasmic reticulum. The most notable example 
here is insulin. The gene of human insulin consists of a sig-
nal peptide followed by B-chain, C-peptide and A-chain. In 
vivo the signal peptide is cleaved off after the transport of the 
preproinsulin to endoplasmic reticulum and C-peptide is 
removed by proteolysis leaving B-chain attached to A-chain 
via two disulfide bridges see Fig. (1). These extra proteolytic 
modifications which preproinsulin requires to become bio-
logically active posed a great problem in the design of an 
expression construct for recombinant human insulin. Various 
engineering strategies were tested in this case [7]. Originally 
DNA fragments encoding respectively B-chain and A-chain 
were synthesized artificially and eventually expressed sepa-
rately in bacterial cells. After the purification they were 
mixed, reduced and reoxidized [26]. This procedure ap-
peared to be not very effective. In a different approach, 
which with a few modifications is still used today e.g. by Eli 
Lilly and Aventis, complete proinsulin is produced using a 
single expression construct. After the purification the proin-
sulin is subjected to N-terminal methionine cleavage, disul-
fide bridges formation and proteolytic C-peptide removal to 
eventually yield the biologically active recombinant human 
insulin [7]. This example demonstrates the versatility and 
potential of the E. coli expression system. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. (1). In spite of being a small molecule, insulin posed a great 
challenge for expression attempts in E. coli due to its complex post-
translational modifications. Mature insulin consists of two separate 
polypeptide chains, B (red) and A (green), interconnected via two 
disulfide bridges (ball and stick representation: carbon atoms in 
grey, sulfur atoms in yellow). The molecule contains also a third 
disulfide bridge which is internal for the chain A. The image was 
prepared from the 1znj PDB file using WebLab Viewer software. 

Disulfide Bridges 

 Formation of disulfide bridges is another problem en-
countered when expressing eukaryotic proteins in bacterial 
cells. Cytoplasm is a reductive environment in which disul-
fide bridges cannot be formed. Eukaryotic cells possess spe-
cial compartments where the proteins intended for secretion 
to the oxidative cell exterior are modified and this includes 
the formation of disulfide bridges. Human proteins which are 
supposed to have disulfide bridges after production in E. coli 
must be therefore reduced and reoxidized as mentioned 
above for the proinsulin case. This procedure adds to the 
complexity of the production of biopharmaceuticals and in-
sulin is an extreme case because the disulfide bridges are 
supposed to connect two, otherwise separate, polypeptide 
chains. In a different engineering strategy a proinsulin ex-
pression construct was designed for the yeast expression 
system (currently used by Novo Nordisk). The construct 
consists of a secretion signal peptide followed by the DNA 
fragment encoding proinsulin, with a shortened C-peptide. 
This construct uses the advantage of yeast cells over pro-
karyotic expression systems, the fact that yeast cells are able 
to engineer disulfide bridges in the proteins intended for se-
cretion. Upon secretion the signal peptide is cleaved off, thus 
this approach eliminates the need for two extra post process-
ing steps in recombinant insulin production. There is no 
more need for N-terminal methionine cleavage and for intro-
duction of disulfide bridges. The only remaining step is the 
removal of the shortened C-peptide via proteolytic cleavage. 
 Escherichia coli do have an oxidative mechanism for 
proteins in their periplasmic space and it was shown that 
they can be employed to produce human proteins which re-
quire disulfide bridges. To enhance the efficiency of the di-
sulfide bridges formation proinsulin gene was fused by 
Rudolph and co-workers to the C-terminus of periplasmic 
disulfide oxidoreductase (DsbA) protein. This fusion allowed 
the production of high amounts of soluble native proinsulin 
in E. coli [9]. 
 Secretion of the protein to the periplasmic space is also 
employed to produce human growth hormone (hGH) in E. 
coli [8]. There are numerous versions of this recombinant 
protein on the market, some produced in yeast or mammalian 
cells [4]. hGH molecule contains two internal disulfide 
bridges and, due to the absence of the signal peptide in the 
mature form, it does not contain the N-terminal methionine 
residue. The periplasmic expression is therefore the most 
elegant approach because it takes care of both of these post-
translational modifications, providing at the same time high-
yield and low cost of the E. coli expression system [8]. 

STABILIZING PRODUCT 

 Protein engineering is quite often employed to stabilize 
recombinant human proteins produced in bacterial cells. One 
of the commonly introduced changes is modification of cys-
teine residues which influences the protein’s ability to create 
disulfide bridges and ultimately impacts protein stability. 
 Protein expressed in inclusion bodies must be solubilised 
and subsequently refolded to its native three dimensional 
structure. The refolding process is sometimes challenging 
especially when a protein has to recreate correct disulfide 

Hormone 
de croissance
22kDa

Insulines
16kDa

Interférons
20 kDa

Fragment
d’anticorps
25 kDa
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AVANTAGES

ØPetit génome eucaryote facilement manipulable 
et bien caractérisé

ØAbsence d’endotoxine

ØFermentation peu coûteuse

ØBons rendements (quelques grammes par litre
de culture)

ØModifications post traductionnelles simples 

ØPossibilité de sécrétion de la protéine d’intérêt

INCONVENIENTS

ØGlycosylation possible mais hypermannosylations

ØMauvais repliement de la protéine produite

Ingénierie des levures pour 
« humaniser » la glycosylation

GlcNac

Man

Gal

Neu5Ac

Fucose

Arbres de glycosylation par organismes

Production de protéines recombinantes dans la levure

Pichia pastorisSaccaromyces
cerevisiae

Protéines thérapeutiques produites en levure:
Insulines
Vaccin anti virus d’hépatite B (Ag HBs)
Vaccin anti papillomavirus
Glucagon
Facteurs de croissance
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A Non 
transfectées

B-D Transfectées
avec sélection

Mitose 

Mitose 

è lignée stable 
produisant la protéine 
d’intérêt

Sécretion dans le 
milieu de culture 
(quelques semaines)

Culture en milieu 
+ Néomycine

Pas d’intégration 
du vecteur: perte 
au cours des 
mitoses

Insert
R

TRANSFECTION
Sélection des cellules 
transfectées

Intégration du 
vecteur dans le 
génome de la 
cellule hôte 

La lignée cellulaire établie est soumise à un 
contrôle qualité très poussé 

Production de protéines thérapeutiques 
en cellules mammifères



mammifère

✅ Anticorps entiers et autres  grosses 
protéines
✅ Glycosylation optimale
✅ Meilleure activité fonctionnelle de la 
protéine produite
Nombreux vecteurs d’expression optimisés

❌ Coûts des milieux de culture
❌ Construction de la lignée productrice et 
établissement des banques cellulaires lente 
❌ Faibles rendements de production,
❌ Sécurité virale (cellules humaines)

Jusqu’à 300 kDa
1-10g/L

Lignée Nature

BHK21 rein de hamster syrien

CHO Ovaire de hamster 
chinois

HEK 293 Rein embryonnaire 
humain

NSO Myelome murin
Ne secretant pas d’Ig

PER.C6 
(Crucell) 

cellules humaines de 
rétine immortalisées 

HT (Shire
Tecchnology)

cellules dérivées de 
fibrosarcome épithéliales

Ebx® 
(Vivalis)

cellules souches 
embryonnaires de canard

En développement

Approuvées par Haute Autorité de Santé

Quelles protéines produites ?
Anticorps entiers
facteurs de croissance, 
cytokines, 
hormones gonado-thyréotropes, 
facteurs de coagulation……



Les procédés de production



ü Isolement du matériel biologique, 
modification et multiplication.

ü Caractérisation et séquençage
ü Clonage
ü Expression 

ü Processus simples et robustes.

üBilan énergétique, matières 
premières, traitement des 
déchets

üEnvironnement règlementaire

ü Production industrielle

ü Purification et caractérisation

ü Contrôle Qualité

ü Conditionnement 

Les produits de santé issus de la biotechnologie nécessitent des procédés industriels 
complexes, liés à la maîtrise du vivant.  

Génie génétique
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Pilot scales
Studies
GLP: good laboratory
practice

Process scale
GMP: good 
manufacturing
practice

Cochet et al. M/S 2009;25:1078-1083

De la recherche vers la commercialisation



Prélèvements biologiques
Plasma, urine

Culture cellulaire
E. Coli
Levure

Cell. mammifère

Animal transgénique

Upstream
processing (USP)

Méthodes spécifiques en amont, 
mais les procédés et les activités R&D sont comparables

Etudes 
pharmacologiques

Purification (DSP)

Développement 
préclinique
Sécurité 

Transposition à 
l’échelle 
industrielle

Caractérisation
analytique

Formulation

Développement 
clinique
Affaires 
réglementaires

Protéines 
thérapeutiques

Plante transgénique

Séparation
Sécurisation

In process
Drug substance
Drug product



Schéma général d’un procédé de production
Upstream processing: production de la 
biomasse 
Décongélation d’une ampoule de micro-organismes 
Culture initiale
Expansion: fermentation (bactéries, champignons, 
levures),
Bioréacteurs (cellules mammifères)
Production

Extraction
Concentration/
Purification 
primaire

Purification par
Chromatographie
résolutive

Downstream
processing:

les étapes de 
purification

Formulation
du produitConditionnement

Etiquetage
Emballage
Stockage de lots

Vrac purifié



Les paramètres de culture des micro-
organismes

Physico chimiques:
pH, pO2, T°, Pression osmotique

Cinétiques:
Dilution, apport en milieu nutritif, durée de la culture

Composition du milieu:
Source d’azote, carbone, facteurs de croissance, 
acides gras, oligoéléments (Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, 
Mo)…

Accumulation de métabolites

Modélisation du procédé et automatisation

Choix de la souche ou lignée productrice

Rusticité: adaptation au milieu industriel

Performances: vitesse de croissance, de production, 
rendement

Stabilité génétique

Obtention: collections de souches:
Banques nationales, commerciales: ATCC, Institut 
Pasteur…
Amélioration par génie génétique

Le biore ́acteur : Fonctions requises

• Confinement : étanchéité
• Stérilité : résistance thermique
• Agitation - mélange
• Aération + filtration de l’air 
• Apport de nutriments et fluides de 
régulation
• Procédures de nettoyage

Upstream processing (USP)



Etablissement de banques cellulaires

But: constitution de stocks d’ampoules de congélation permettant d’avoir
des lots de cellules identiques et caractérisés

Première culture de cellules

Aliquotes: X ampoules de congélation

Master Cell Bank (MCB) 

Working Cell Bank N°1 (WBC)

Aliquotes: Y ampoules de congélation

Utilisation de cryoconservateurs: PEG, DMSO…

ü Reproductibilité de la croissance
ü Procédures de contrôle et validation de la banque
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UPSTREAM PROCESSING
Thaw of
the MCB:
40 million cells

2L Wavebag:
10 billion cells

20L Wavebag 200L Wavebag
3 000L Bioreactor

10 000L Bioreactor

500ml Flask

Montée en échelle: le scale-up

La technologie « Wave »

Le bioréacteur inox

Viabilité cellulaire et productivité 
en fonction du milieu de culture



La production en aval: downstream processing
Purification

Schéma global d’une unité de purification

Objectif: extraire le produit d’un milieu complexe avec un degré de pureté proche 
de 100%, sans altérer le produit et son activité

ü Etapes de séparation, spécifiques 
ou non, de la protéine d’intérêt

Précipitation
Chromatographies
Filtration

ü Etapes de sécurisation biologique : 
élimination des impuretés,

élimination/inactivation 
des agents infectieux

ü Contrôles Qualité : in-process ou  
de la Drug Substance

ü Sécurisation finale (filtration 
stérilisante)

ü Contrôles qualité finaux

ü Remplissage/conditionnement

Harvesting Clarification

Purification/polishing

Fill & finish



Le DSP: Schéma général de purification 

FermentationMolécule
intra cellulaire

Molécule excrétée

Récupération des cellules
centrifugation/filtration

Elimination des cellules
centrifugation/filtration

Lyse des cellules

Elimination des débris
Centrifugation/filtration

Concentration de l’extrait

Purification résolutive
par étapes successives

Stabilisation

Ajustement de l’activité formulation



Centrifugeuse Installation de filtration

Chromatographie



UE BPPR M2
I. Turbica
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Exemple: la production industrielle des anticorps thérapeutiques

Croissance cellulaire
(28 jours)

Prélèvement du surnageant
de culture
(1 jour)

Purification des anticorps
(10 jours)

Formulation
Conditionnement

Caractérisation du produit
(10 semaines)

10 000 Litres

15 Litres de concentré(10g/L)

Upstream process

Downstream process



Substances à éliminer au cours du procédé de 
purification

ü Impuretés liées à l’hôte:
Débris cellulaires,Acides nucléiques, Lipides, Protéines 
de la cellule-hôte (HCP)

ü Microorganismes: 
Particules virales, Bactéries, Substances pyrogènes

ü Impuretés liées au procédé: 
Traces de tampon,solvants, résines, Métaux, 

polymères, « extractibles et relargables »…

ü Impuretés liées au produit:
Formes précipitées, tronquées, ou agrégées (pour les 
protéines)

Source: Bio3, IMT Editions

UE76 _ UE76 _ ChatenayChatenay Malabry_Oct.2014 Malabry_Oct.2014 
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Le système de purification

!Objectifs :
• Extraire la protéine d’un milieu complexe
• Atteindre un degré de pureté proche de 100%
• Ne pas altérer la protéine et son activité

!Moyens
• Assurer un succession d’étapes de purification

" Filtration, ultrafiltration
" Précipitation, resolubilisation
" Chromatographie (échange d’ions, affinité, etc.)

UE76 _ UE76 _ ChatenayChatenay Malabry_Oct.2014 Malabry_Oct.2014 
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Purification

Le système de purification peut affecter plusieurs 
paramètres critiques de la qualité de la substance 

active : sélection d’isoformes, impuretés co-purifiées, 
dégradation (formes tronquées, oxydées, …)

UE76 _ UE76 _ ChatenayChatenay Malabry_Oct.2014 Malabry_Oct.2014 
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Les paramètres critiques de production 
Un produit # un procédé

!Système de production
• Extraction 
• Système d'expression (in vitro, in vivo)

!Système de purification 
• Profile de pureté
• Product-related substances
• Process-related substances

!Controles en cours de procédé (IPCs)
!Spécifications à libération du lot

# Tous ces éléments contribuent au profil “de pureté-
impureté” d’un produit bio(techno)logique

UE76 _ UE76 _ ChatenayChatenay Malabry_Oct.2014 Malabry_Oct.2014 
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degradation

Variants 
peptide

"produit désiré"
(desired product)

Variants Post-
traductionnels

PuretPuretéé

ImpuretImpuretééss

variant variant 

Impuretés liées au 
procédé

ProfilProfil de de PuretPuretéé/Impuret/Impuretéé

Courtoisie: Pr. JH Trouvin
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Schéma de purification 
de l’interferon 
recombinant

Removal of cells, cell debris and particles (virus)
Concentration of cell-free culture, fluid 
and diafiltration

Removal of proteins, lipids, DNA and virus

Virus removal by 40 nm microfiltration

Concentration: adjustment of physical 
conditions

Cell culture fluid

centrifugation

UF

Anion Exchange 
Chromatography

F

UF

Cation Exchange 
Chromatography Removal of BSA and transferrin

UF

UF

Adsoption

Hydrophobic
 interaction

Chromatography

Gel permeation  
Chromatography

F

Filling
Labeling Final dosage form

Virus inactivation

Removal of precipitates and virus by ultrafiltration

Concentration: adjustment of physical 
conditions

Removal of remaining contaminating proteins

Separation from aggregates

Sterile filtration

28 kDa, glycosylé

Elimination des 
microorganismes et 
agents pyrogènes:
üUltra filtration
üFiltration stérilisante,
üEtapes de 
chromatographie 
(échange anionique)

Le proceed de purification 
contribute à la sécurisation virale



Le contrôle des protéines thérapeutiques: une batterie de tests pour 
valider le procédé de purification

§ Purity: 

üHost cell impurities
(DNA, proteins, lipids…)

üFabrication process
imurities: leachates and 
extractables

üProduct-related
impurities: unfolded, 
truncated , aggregated, 
chemically degradated

§ Identity / structure

üPrimary structure (AA 
composition)

üSecondary structure

üGlycosylation 
analysis

üPhysical parameters: 
Mol weigth, isoelectic
point…

§ Potency( efficay, 
activity):

üTarget binding 
(affinity
measurement)

üIn vitro assays

üIn vivo assays

§ Security:
Virus particles or 
genome

Endotoxin detection

Cell
culture

Raw
materials

Production/
Purification

steps

Purified
product

Drug 
product

Quand contrôler?

38

Que contrôler?



Méthode Taille Charge St I St II/III Pureté Activité
(Potency)

Spectrométrie de
masse

+++ + +++ - +++ -

Dichroïsme 
circulaire

- - - +++ + -

RMN + - + +++ + -
HPLC
Exclusion
Phase inverse
Echange d’ions

+++
+
-

-
+

+++

-
+++
++

+
+
-

++
+++
++

-
-
-

SDS-PAGE +++ - ++ + ++ -
Western-Blot +++ - +++ +++ +++ -
Isoélecto
focalisation

- +++ + +++ +++ -

Receptor binding - - ++ +++ - ++
Bioassay - - +++ +++ - +++

Ø Identité, pureté, activité: combinaison de plusieurs méthodes



Contrôle de l’Activité biologique
Les tests d’activité biologique doivent être relevants de l’effet clinique de la 
molécule

Spécificité
Dose-réponse
Comparaison à une référence (standardisation)

Les tests doivent être qualitatifs & quantitatifs, et se faire à des étapes-clé du 
procédé de production

ü Activité in vitro:
Liaison au récepteur,
calcul d’affinité 

Exemple: activité biologique de l’EPO sur 3 
niveaux de tests

ü Activité in vivo sur modèle animal

Précurseurs 
de Globules 
Rouges

Multiplication et 
differenciation 
en GR

EPO 
recombinante 
purifiée
Ou référence

ü Activité sur des cellules en culture

Hematocrite
Viscosité sanguine
Pression artérielle



Garantie de fabrication et contrôle 
cohérents du produit
selon des normes de qualité adaptée à 
son emploi 

Rè
gle
me
nt
air
e

Qualité

Sécurité & Efficacité

Aspects économiques

Conclusion 

Points critiques 
Complexité du procédé
Contrôles qualité
Couts
Temps

« DEVELOPING A 
PROCESS 

WITH THE END IN 
MIND »

La production des biomédicaments est 
contrôlée par une règlementation 
adaptée au produits issus du vivant

Pre-clinical trials

Good Laboratory Practice

Good Clinical Practice

Good Manufacturing
Practice

« Good Distribution Practice »

Clinical trials: I To IV

Les GxP


