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Aprées des années de recherche en biologie ayant consisté a analy-

ser, compartiment apres compartiment, les relations entre la structu-

re et les fonctions des composants cellulaires, nous assistons a une

révolution conceptuelle : le vivant devient systeme ; des technologies

sophistiquées, comme la biologie de synthese, transforment le génome en

produits chimiques.

Dans ce contexte, des virus hautement pathogenes sont maitrisés a des fins

thérapeutiques et les nanotechnologies nous offrent des outils de vectorisa-

tion pour cibler et optimiser leurs effets.

Par Thierry FUSAI*

pres des années de recherche en biologie
A consistant a analyser, compartiment apres

compartiment, les relations entre la structure
et les fonctions des différents composants cellulaires,
nous assistons depuis une dizaine d’années a une véri-
table révolution conceptuelle : le vivant est appréhen-
dé dans sa totalité et le chercheur sessaie a des rap-
prochements entre I'information biologique obtenue
et des pathologies connues. Cette approche a bénéfi-
cié, d’une part, dans un premier temps, de la
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démarche des technologies convergentes (dites
« NBIC », pour Nano-Bio-Info-Cogno) et, aujour-
d’hui, de la biologie de synthese et, d’autre part, d’ou-
tils d’analyse de plus en plus performants, mais com-
plexes.

Les sciences dites « -omiques » ont bouleversé la
conception de la biologie en développant une biologie
des systemes.

S’appuyant largement sur les technologies de pointe
et les avancées des technologies de I'information, ces
sciences « -omiques » regroupent des champs d’étu-
de de la biologie qui s'intéressent aux interactions
dans et entre des ensembles vivants complexes
(especes, populations, individus, cellules, protéines,
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ARN, ADN) en prenant en compte 'environnement
auquel ces ensembles vivants sont exposés et I'éco-
systeme dans lequel ils vivent. Les « -omiques » les
plus connues sont la génomique, la protéomique, la
transcriptomique et la métabolomique (voir la figu-
re 1).

Les sciences « -omiques » permettent le développe-
ment et I'application de nouvelles technologies pour
la prévention de maladies (biocapteurs, outils dia-
gnostiques, nouveaux traitements...). Il sagit de com-
prendre comment les genes, les protéines, etc., inter-
agissent pour former des circuits biochimiques, et
d’en avoir une vision causale et dynamique. Ces cir-
cuits biochimiques sont soit régulatoires (influences
multiples entre des genes et leurs produits), soit méta-
boliques (séries de transformations de molécules par
des enzymes), auquel cas ils font 'objet de la métabo-
lomique [1, 2, 3].

LA METABOLOMIQUE

A linstar de I'étude du transcriptome et du protéome,
la métabolomique ('étude du métabolome) s’inscrit
dans un contexte post-génomique.

Bi0LOGIE DE SYNTHESE
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Figure 1 : La taxonomie des sciences « -omiques ».

Le métabolome représente I'ultime réponse d’un orga-
nisme a une altération génétique, a une pathologie, a
une exposition a un toxique ou a tout autre facteur
susceptible de perturber son fonctionnement. Comme
le protéome, le métabolome est dépendant du contex-

PROCESSUS POUR PRODUIRE UNE BACTERIE SELON SON CHROMOSOME [EXPERIENCE DE VENTER)

1 Séquencage

Déchiffrage du code génétique

Thymine du chromosome a fabriquer.
A Adenine Il correspond a l'enchainement
[& Guanine des 4 bases ATGC. Dans le cas
Cytosine de l'experience de Venter,

la bactérie posséde plus
d’un million de paires de bases.

z Stockage

Mémorisation des données
sous forme numérique
dans un ordinateur.

3 Syntheése

La bactérie a pu
se reproduire

du chromosome

Fabrication chimique de courtes
séquences d'’ADN de 1000 paires
de bases par un synthétiseur.
Assemblage, a Uinterieur de
levures, de ces séquences d'ADN
pour former des brins plus longs
(100 000 paires de bases).

dans la bactérie

Introduction du chromosome
de synthése dans une bactérie
dont le propre chromosome

5 Transfert

a été retiré.
X 4 Obtention
: du chromosome
Dernier bl afin d'ob

un brin circulaire fermé d'un
million de caractéres. Il est
légérement modifié en 4 endroits
pour le différencier du «naturel».

@ Les Entreprises du Médicament / Madis Phileo et Pierre Bourcier - 09/2010

Figure 2 : La biologie de synthese (Dossier de presse, biologie de Synthese, publication GENOPOLE, décembre 2010).
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te, Cest-a-dire que les taux de protéines ou de métabo-
lites sont modifiés en fonction de I'état physiologique,
développemental ou pathologique d’une cellule, d’'un
tissu, d’'un organe ou d’un organisme.

La métabolomique repose sur l'obtention d’em-
preintes métaboliques obtenues a 'aide de différentes
méthodologies analytiques, dont la spectrométrie de
masse qui est I'une des principales techniques a ce
jour.

Lanalyse différentielle des empreintes issues de diffé-
rents groupes d’échantillons vise 4 caractériser les
répercussions de la modification d’un facteur externe
et a visualiser la maniére dont un systeme biologique
réagit a cette modification. Elle permet, ainsi, une
meilleure compréhension de la biologie des systemes
en mettant en évidence des interrelations métabo-
liques qui n’auraient pas pu étre détectées par les
approches  biochimiques traditionnelles.  Les
approches métabolomiques trouvent des applications
en médecine (recherche de biomarqueurs en toxicolo-
gie, en pharmacologie ou en nutrition, étude du
métabolisme des xénobiotiques) ainsi que dans
'agroalimentaire ou en mati¢re d’environnement
(phénotypage, caractérisation d’organismes modifiés,
suivi de procédés de fabrication).

Sur le plan fondamental, la compréhension du fonc-
tionnement de la cellule ou de l'organisme requiert
plus qu'une simple liste de leurs composants, telle que
la fournissent certaines technologies « -omiques ».
Cette compréhension, qui progresse grice a des
approches dites de biologie systémique, fournit les
outils conceptuels requis. Par la suite, dans le cadre de
la biologie de synthese, on parlera d’ingénierie régula-
toire (ou métabolique), a la fois pour le design et la
construction rationnelle de circuits biochimiques.

LA BIOLOGIE SYNTHETIQUE

La biologie synthétique consiste, en utilisant des com-
posants ou systemes biologiques, a modifier des cel-
lules vivantes pour leur conférer des fonctions non
« naturelles ». Deux démarches sensiblement diffé-
rentes relevent de la biologie synthétique :

— la construction de syst¢tmes métaboliques mini-
maux, de dispositifs ou de systemes artificiels biochi-
miques ou biomécaniques ayant un comportement
spécifié au moyen de I'assemblage de « briques » stan-
dardisées et réutilisables,

— la synthese de génomes minimaux, afin de mieux
appréhender le fonctionnement des cellules et afin de
créer des cellules hotes (chassis) capables d’'une bio-
production efficace ou de fonctions simples prédéter-
minées (par exemple, la synthese complete d’'un petit
génome bactérien et sa transplantation dans une bac-
térie hote, telles que les a réalisées la société Craig
Venter).
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LA VIROLOGIE A 'ERE DE LA SYNTHESE
DE GENES

Des progres sans précédents dans la synthese et dans
analyse des séquences de TADN sont au ceeur de la
transformation récente de la biologie moléculaire et
de I'émergence de la biologie synthétique. Le séquen-
cage d’un brin ’ADN de la taille d'une méga-base est
désormais a la portée des chercheurs. La synthese,
quant a elle, peut atteindre de 8 4 30 milliers de paires
de bases, ce qui représente la taille du génome de la
plupart des virus 8 ARN et de celui de TADN.

Les virus ne possedent quun seul type d’acide
nucléique (soit de I'acide désoxyribonucléique, ADN,
soit de l'acide ribonucléique, ARN). IIs se reprodui-
sent a partir d’un seul acide nucléique, alors que les
autres organismes vivants se reproduisent a partir de la
somme de leurs constituants. Ils sont incapables de
croitre et de subir des divisons binaires. Ils ne contien-
nent aucune information génétique concernant les
enzymes du métabolisme. Enfin, la multiplication des
virus implique 'utilisation des structures des cellules
hotes, et plus spécifiquement de leurs ribosomes [4].
Avec une telle définition des virus il n’est pas surpre-
nant que la synthese de génomes viraux, en I'absence
d’un modele naturel, ait trouvé toute sa place au sein
de la biologie de synthese. La synthese chimique des
génomes viraux constitue un nouvel outil, puissant,
pour étudier la fonction et I'expression des genes
viraux, ainsi que leur potentiel pathogene et leur
implication dans le métabolisme de la cellule hote.
Cette méthode est particulierement utile si le modele
naturel viral n'est pas disponible. Elle permet égale-
ment la modification génétique des génomes viraux
sur une échelle qui serait impossible a atteindre par les
méthodes classiques de la biologie moléculaire.
Comment un virus 8 ARN peut-il s'intégrer dans les
mondes de la synthése de TADN et du séquencage de
ADN ?

La réponse a cette question réside dans la « génétique
inverse ». Dans leur article de référence de 1978,
Weissmann et ses collegues [5, 6] ont transformé TARN
génomique (comportant 4 127 nucléotides) du phage
QB ARN en ADN double-brin, a 'aide de la transcripta-
se reverse, un enzyme (des rétrovirus) qui transcrit TARN
en ADN complémentaire (ADNc). Apres intégration de
cet ADNc dans un plasmide et la transfection dans une
bactérie, un phage Qf authentique a été obtenu.

Mais cette méthode avait un faible rendement.
Lexplication résidait dans la nature de TARN du virus
(a polarité brin positif, dans le cas ol son génome était
de la méme polarit¢ que TARNm [Lacide ribonu-
cléique messager (ARNm) est une copie d’'un gene,
destinée a étre lue par les ribosomes pour permettre la
synthese d’une protéine (Source : http://www.futura-
sciences.com/)] , ou a polarité brin négatif, dans le cas
contraire).



054-59 Fusai_Fusai 11/02/13 10:09 Page57

LCADNCc peut aujourd’hui étre facilement préparé et
utilisé par différentes stratégies pour régénérer le
virus parental 3 ARN, et ce avec un haut rende-
ment.

Lutilité de la génétique inverse a été rapidement
reconnue et, sans surprise, elle a été mise au point
pour presque toutes les familles connues de virus a
ARN, comme par exemple le virus de la rage (1994),
le virus respiratoire syncytial (1995), le virus de la
grippe A (1999), le virus de la rougeole (2002), le
virus Ebola (2002) et les bunyavirus (20006).

En 2002, Cello et ses collegues [7] ont publié la syn-
these chimique acellulaire du poliovirus de type 1
(SPV1). En introduisant volontairement des modifi-
cations dans la séquence de son ADNc, ces auteurs
ont constaté que ce virus ne se développait que peu,
ou pas du tout. Ainsi lorsqu’un virus infecte une cel-
lule, il détourne pour sa propre synthese les voies
métaboliques de la cellule hoéte, alors que le poliovi-
rus complet synthétisé chimiquement est capable de
se développer dans les cellules hotes.

Ces travaux permettent d’envisager de nouveaux types
de vaccins a partir de virus de synthese. Ces principes
ont été utilisés en 2009 lors de I'épidémie de grippe A
HINT1 pour I'élaboration des vaccins. Mais également
pour comparer les séquences virales des virus HIN1
provenant de I'épidémie de 1918 [8] avec celles des
virus HIN1 provenant de I'épidémie de 2009, qui
ont été obtenus & partir de tissus. Ces travaux ont per-
mis de mieux comprendre le role de 'hémagglutinine
(HA) et de la neuraminidase (NA), deux enzymes
impliquées dans la virulence des virus de la grippe de
1918 et de celle de 2009, ainsi que les points de muta-
tion impliqués dans le virus de la grippe aviaire
H5N1, a partir de la séquence de 'HA et de sa capa-
cité de liaison avec les membranes endothéliales.
Dautres virus & ARN ont été synthétisés chimique-
ment, comme le virus HIV (agent pathogene du sida)
et le SARS-like coronavirus.

En 2003, I'Institut de Craig Venter a assemblé le
génome du virus bactériophage (virus & ADN)
PhiX174 (5 386 paires de bases) en seulement deux

Antigene
neuraminidase
(N1 N2.....N9)

Antigéne
hémagglutinine
(H1 H2.....H15)

Virus de Ia grippe aviaire
(Modelisation 3D)

Copyright Dr Martzolff Richard-Encyclopédie medicale Vulgaris

Figure 3 : Le virus de la grippe aviaire.
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semaines [9] (Cest le virus de la vaccine (2002 et
2005)). Actuellement, par biologie de synthese, on
peut construire des génomes chimeres utilisant telle ou
telle séquence du génome d’un virus pour en com-
prendre 'implication dans la virulence du virus et I'ac-
tion sur le métabolisme de la cellule hote, et ce afin de
développer des contremesures médicales, thérapeu-
tiques ou prophylactiques.

LES MOTEURS ACTUELS DE 'EVOLUTION
DE LA BIOLOGIE DE SYNTHESE

La biologie de synthese trouve ses modes d’action dans
différentes avancées technologiques :

— Les convergences « NBIC » (Nano-Bio-Info-Cogno)
entre les nano-techno-sciences, les sciences de la vie et
les sciences de I'information et de la cognition caracté-
risent une tendance de fond, depuis 2005,

— Lamélioration des méthodes computationnelles
appliquées en biologie. Aujourd’hui, I'état avancé de
lart permet de concevoir et de réaliser des protéines-
enzymes et de nouveaux replis protéiques ; des modeles
permettent de prédire le résultat de modifications des
chemins métaboliques,

— La découverte assistée en biologie. Il ne sagit plus
seulement de robotiser I'expérimentation, mais bien
d’assister I'ensemble du cycle cognitif de la découverte
(formation d’hypotheses plausibles, déduction de
conséquences testables, induction expérimentale),

— Parmi les technologies de miniaturisation/robotisa-
tion, la micro-fluidique offre la possibilité de diminuer
drastiquement les cotits (étude de petits échantillons),
de paralléliser et de mieux contrdler les processus. Cette
technologie innovante en pleine expansion devrait per-
mettre, A terme, d’appréhender la complexité biolo-
gique au niveau de la cellule et de la molécule,

— Lutilisation de codes génétiques ou de chimies diffé-
rentes (« xénobiologie ») de I'existant présente I'intérét
de rendre les produits issus de la biologie de synthese
dépendants de composés absents de I'environnement.
Elle permet aussi de mieux saffranchir des interférences
entre la cellule et un composant synthétique unique.

— LChybridation entre nanoélectronique et nano-bio-
logie commence & étre envisagée. La biologie de syn-
these peut ainsi (par exemple) permettre de réaliser un
nano-capteur dans lequel la mesure est effectuée par
des macromolécules biologiques hybridées avec des
éléments nanoélectroniques servant au calcul et a I'af-
fichage du résultat. Des applications existent déja,
comme ces « laboratoires » des pilules ou sur des
puces.

Ces moteurs technologiques doivent étre regroupés sur
un méme site afin de concentrer les plateaux tech-
niques, d’optimiser les résultats et de constituer une
masse critique en termes de personnels (sans oublier la
formation). Ce type de concentration se retrouve, par
exemple, au sein de I'Université de Berkeley, avec le
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Synthetic  Biology — Engineering Research — Center
(SynBERC) » [10].

UN PONT ENTRE LES NANOTECHNOLOGIES,
LA NANO-BIOLOGIE ET LA BIOLOGIE

Les nanoparticules et les nano-objets mis en ceuvre par
les nanotechnologies sont des assemblages d’atomes ou
de molécules ayant au moins une dimension inférieure
3 100 nanometres. A cette échelle, la matiere présente
souvent des propriétés physiques et chimiques spéci-
fiques du fait de la petite taille des objets et de leur sur-
face importante rapportée a leur volume. Ainsi, un
nano-objet est généralement plus réactif au plan chi-
mique que son homologue courant micro-structuré
(Cest-a-dire au moins mille fois plus gros). Il peut aussi
avoir une résistance mécanique et une conductivité
thermique ou électrique beaucoup plus importantes. Sa
capacité a sassocier avec d’autres molécules peut étre
modifiée et mise A profit, par exemple, pour transpor-
ter dans I'organisme des médicaments ou capturer des
polluants dans I'environnement. Les nanoparticules
sont incorporées (en général en petite quantité, dans la
masse ou en surface) aux matériaux existants afin d’en
améliorer les caractéristiques physiques et/ou chi-
miques.

LES IMPLICATIONS DES NANOTECHNOLOGIES DE
LA VIROLOGIE DE SYNTHESE —
LE METABOLOME EN PATHOLOGIE HUMAINE

Si nous considérons un schéma simple, dans lequel des
nanoparticules, que 'on pourrait fagonner afin qu’elles
acquierent un tropisme spécifique d’anticorps, de
ligant, etc., joueraient le role d’un vecteur, c'est-a-dire
d’un véhicule dans lequel on pourrait mettre tout ou
partie d’'un virus de synthése (pour des vaccins, par
exemple, ou encore pour transporter des activateurs de
genes déficients en utilisant la capacité des virus a s'in-
tégrer dans les génomes ou de se reproduire dans le
cytoplasme des cellules), serions-nous dans la science-
fiction ?

Il 'y a pas d’exemple complet de ce schéma, mais des
travaux de recherche existent qui démontrent que cela
sera possible un jour.

La dengue, une arbovirose [C'est-a-dire une maladie
causée par un arbovirus dont la transmission nécessite
un arthropode vecteur, ndlr] est un probléme mondial
de santé publique : il n'existe ni médicament ni vaccin
permettant de la traiter. Un candidat vaccin pourrait
étre obtenu a partir du domaine I1I de la protéine struc-
turale majeure du virus de la dengue (DENVs) connue
sous le nom de domaine III enveloppe (EDIII).
Lutilisation de nanoparticules bio-composées de poly-

\

peptides recombinants EDIII viraux, associées a un
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antigene recombinant issu du virus de 'hépatite B, per-
met d’obtenir une réponse protectrice vis-a-vis de
EDIII plus rapidement que par une immunisation tra-
ditionnelle (les nanoparticules jouant dans ce cas le
double rdle de transporteur et d’adjuvant). Les applica-
tions sont doubles : diagnostic de la dengue chez un
patient et préparation de vaccins [11].

Certains paramyxovirus (virus 8 ARN) infectent la cel-
lule apreés fusion membranaire. Cette fusion est la
conséquence de la liaison d’une protéine virale (F) avec
un récepteur endothélial (Ephédrine-B2, ou EFB2).
Les auteurs de cette recherche ont imaginé de synthéti-
ser un protocell constitué d’'une membrane nano-poreu-
se porteuse du récepteur EFB2. En ajoutant ce protocell
a une culture cellulaire en présence de virus, ils ont
constaté que les virus se fixaient sur le prorocell préfé-
rentiellement et y restaient, apportant ainsi la preuve
du concept de bio-épurateur du protocel/ [12].

La livraison de peptides et de protéines via les voies
aériennes est 'une des applications les plus intéressantes
de la nano-médecine. Ces macromolécules peuvent étre
utilisées pour de nombreuses applications thérapeu-
tiques, comme la délivrance d’anticorps a visée théra-
peutique. Fait intéressant : non seulement les méca-
nismes facilitant leur dissémination et leur action sur
les cellules pourraient impliquer la polarité des peptides
et des variations de pH, mais la composition interne de
NP pourrait également jouer un réle dans la détermi-
nation de leur efficacité en tant qu'outils d’administra-
tion des protéines a différents compartiments cellu-
laires [13].

Lhépatite C (VHC) est susceptible de perturber les dif-
férentes facettes du métabolisme des lipides. Ceux-ci
semblent jouer un role crucial dans le cycle de vie du
virus. Une étude en cours permettra une meilleure
compréhension des altérations du métabolisme des
lipides provoquées par des infections 4 tropisme hépa-
tique.

Les particules virales synthétiques (qu’elles soient ou
non vectorisées) peuvent dans certaines conditions
interagir directement avec les cellules dendritiques qui
jouent un role clé dans la réponse immunitaire, et accé-
lérer de ce fait ladite réponse [14].

On peut combattre des bactéries pathogenes grice a la
fabrication de phages (des virus). Il s'est agi d’éradiquer
des bio-films, qui jouent un réle crucial dans la patho-
génese d'importantes infections cliniques. Certains tra-
vaux ont ainsi consisté 4 modifier des bactériophages en
vue de cibler les mécanismes de résistance aux antibio-
tiques utilisés contre les infections a la bactérie
Escherichia coll.

CONCLUSION

La biologie de synthese représente bien un champ
nouveau de la biologie, avec son approche méthodo-

logique mélant I'analyse scientifique de la biologie a
I'ingénierie des biotechnologies. Le diagnostic et la
thérapeutique vont bénéficier des avancées biotech-
nologiques. Quant a la nano-médecine, elle nen est
qu’a ses débuts.
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