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Un modele avancé
de cellule synthétique minimale

Nicolas Puffl:2

> Créer artificiellement des cellules qui
possédent les propriétés minimales de la
vie : voila une tdche ambitieuse que de
nombreuses équipes de recherche a tra-
vers le monde se sont fixées [1-3]. Les
différentes approches envisagées - pré-
biotique, semisynthétique ou supramo-
léculaire - se basent toutes sur un méme
constat : méme le plus simple organisme
unicellulaire existant aujourd’hui est
extrémement complexe et possede une
telle diversité et richesse de compor-
tements que tout modéle ne peut étre
que trés approximatif. Cependant, cette
complexité est-elle vraiment néces-
saire a la « vie » de la cellule ou est-il

possible en laboratoire de construire
quelque chose de beaucoup plus simple,
a partir d’un nombre limité de compo-
sants, ayant les caractéristiques de la
vie ? Cette démarche bottom-up (partir
d’éléments simples pour construire un
systéme dynamique complexe), utili-
sée pour I"élaboration de ces systémes
chimiques « autopoiétiques » [4]
nécessite au préalable de définir ce que
I’on entend par « vie ». Il est communé-
ment accepté aujourd’hui qu’un assem-
blage moléculaire local est « vivant » si:
(1) il est capable de se régénérer ; (2) il
peut s’autoreproduire ; (3) il est capable
d’évolution. Trois composants critiques

Composants principaux du systéme

Catalyseur
sy ADN @ membranaire
(@5 Polymérase Marqueur
@  Phospholipides fluorescent

O Précurseur membranaire
cationique

O Lipide cationique
@ flectrolyte

(20 cycles
thermiques
successifs)

Ajout du
précurseur
membranaire

Y~
1 phase :
amplification de ’ADN

2° phase :
autoreproduction
de la vésicule

Figure 1. Représentation schématique du mécanisme d’autoreproduction des vésicules lié a
Pamplification de ’ADN encapsulé. ’assemblage des différents composants du systéme pro-
duit des vésicules contenant de I’ADN et les éléments nécessaires a sa réplication (polymérase,
désoxyribonucléotides et amorces spécifiques constituées d’oligonucléotides). ’ADN est ensuite
amplifié au sein du compartiment par PCR (20 cycles thermiques successifs : 94 °C pendant 15 s
suivi de 90's a 68 °C). Le précurseur lipidique est ensuite ajouté a la solution et sera converti par
catalyse en une molécule membranaire. Cette derniére étape induit la croissance de la membrane

et finalement conduit a la séparation de la vésicule fille de la vésicule initiale.
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nécessaires a I’élaboration d’une telle
cellule minimale ont été identifiés [2] :
une substance porteuse de I’information
génétique (ARN ou ADN), un cataly-
seur et un compartiment clos semi-
perméable (une vésicule par exemple).

Autoreproduction du compartiment

lié a Pamplification de I’ADN encapsulé
Dans une publication récente de Nature
Chemistry [5], Tadashi Sugawara et al.
décrivent comment la réplication de
’ADN au sein d’un compartiment lipi-
dique (une vésicule géante unilamel-
laire) peut induire la croissance puis
la division du compartiment. Lors de
travaux antérieurs, ces mémes auteurs
avaient déja décrit ces deux phéno-
menes mais de maniere indépendante.
D’une part, I"amplification par PCR d’un
fragment d’ADN au sein d’une vésicule
géante phospholipidique a été réali-
sée avec succes [6]. D’autre part, il a
€té montré que sous certaines condi-
tions, des vésicules géantes (d’une taille
d’une dizaine de micrometres et par
conséquent visualisables directement en
microscopie optique) étaient capables
de croftre puis de se diviser [7]. Un
catalyseur amphiphile présent dans la
membrane des vésicules permet en effet
la conversion, par clivage, des précur-
seurs lipidiques ajoutés a la solution de
vésicules en lipides membranaires, ces
derniers conduisant a la croissance puis
a la division de la vésicule initiale.

Le tour de force actuel réside dans
le fait d’avoir rendu possible la réa-
lisation de ces deux phénomeénes au
sein d’un méme systéme supramolécu-
laire. Dans un premier temps, I’ADN est
amplifié (Figure 1). Cette amplification
est préalable a I'ajout du précurseur
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Figure 2. Observation en temps réel apres ajout du précurseur membranaire des changements

morphologiques des vésicules contenant I’ADN amplifié. Les vésicules commencent a croftre et

a se diviser quelques minutes seulement apres "ajout du précurseur membranaire. La division

compléte de la vésicule initiale en quatre vésicules se produit aprés environ six minutes ; les

vésicules finissent par se séparer (série d’images du haut). UADN est effectivement partagé

entre les différentes vésicules filles (détection en microscopie de fluorescence ; série d’images

du bas). Barre d’échelle : 10 pm.

membranaire car les vésicules issues
des divisions successives doivent aussi
contenir de I’ADN. Dans un second
temps, le précurseur membranaire
cationique est ajouté a la solution de
vésicules, conduisant in fine a I'incor-
poration de nouveaux lipides catio-
niques dans la membrane. Par rapport
au travail précédemment cité [7] ou
seuls le lipide cationique, son pré-
curseur et le catalyseur amphiphile
étaient présents, la composition molé-
culaire de la membrane vésiculaire a
été spécifiquement élaborée pour per-
mettre la réplication de "ADN tout en
conservant les propriétés d’autorepro-
duction vésiculaire. Ainsi, des lipides
zwitterioniques (POPC) et anioniques
(POPG) ont été ajoutés d’une part pour
que la cavité centrale de la vésicule
puisse contenir une solution saline
simple, et d’autre part pour réduire
la charge de surface permettant ainsi
une meilleure stabilité vis-a-vis des
changements de température et de
force ionique du milieu inhérents a
la PCR. LADN polyanionique intera-
git fortement avec les lipides catio-
niques nouvellement incorporés dans
la membrane vésiculaire. Ceci conduit
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alors, du fait de 'augmentation de la
concentration en ADN dans la vésicule,
a accélérer 'incorporation de nouveaux
lipides dans la membrane et donc la
croissance et la division des vésicules
(Figure 1). La croissance et les change-
ments morphologiques des vésicules se
produisent dans les quelques minutes
qui suivent I"addition du précurseur
membranaire. De multiples vésicules de
taille équivalente a la vésicule initiale
et contenant de ’ADN sont produites
en moins d’une quinzaine de minutes
(Figure 2).

Une synergie prometteuse

€n présence d’ADN amplifié, la fré-
quence de division des vésicules est net-
tement plus grande qu’en son absence.
Sugawara et al. démontrent que I'effica-
cité avec laquelle les vésicules croissent
et se divisent est en effet dépendante
de la quantité d’ADN produite dans
les vésicules, elle-méme fixée par le
nombre de cycles de PCR. Cette syner-
gie résulte d’une série d’interactions
moléculaires complexes au niveau de
la membrane entre ’ADN fraichement
produit, les lipides membranaires, le
catalyseur amphiphile et le précurseur

lipidique cationique. Pour expliquer ce
comportement, les auteurs proposent
un mécanisme (en partie spéculatif)
basé sur ’accumulation locale de lipides
membranaires cationiques autour de
zones de la membrane interne riches en
ADN polyanionique conduisant, a terme,
a son enfouissement dans la membrane.
Cet état transitoire facilite alors locale-
ment une incorporation supplémentaire
du précurseur cationique et aboutit a
un déséquilibre du nombre de molécules
entre les deux feuillets lipidiques de la
membrane qui se traduit finalement au
niveau vésiculaire en une préstructure
(bourgeonnement) propice a la division.
Ce systeme, ou "’ADN amplifié participe
a la reproduction de son compartiment
sans action de protéines spécifiques,
difféere a ce niveau des cellules qui,
elles, se divisent en connectant phy-
siquement ADN et membrane via des
protéines spécifiques. Il apporte cepen-
dant un éclairage précieux sur ce que
pouvaient étre ces processus dans les
systemes prébiotiques.

Un monde encore a explorer

Ce travail est une preuve de principe
qu’un systéeme dynamique complexe
possédant certaines caractéristiques
de la vie (autoreproduction princi-
palement) peut étre artificiellement
construit en exploitant réactions
chimiques et principe d’auto-organisa-
tion. Malgré son comportement excep-
tionnel et la chimie spécifique élé-
gamment développée pour I’élaborer,
ce systeme présente encore a ce stade
certaines limites. D’une part, lors des
évenements successifs d’autorepro-
duction des vésicules, la composition
de la membrane change - elle s’ap-
pauvrit en phospholipides - condui-
sant a une reproduction vésiculaire de
facto limitée. Il faut également noter
que dans ce systeme, les catalyseurs
(la polymérase et le catalyseur de la
synthése de surfactant) ne sont pas
produits in situ au contraire de I’ADN
et du lipide cationique. Cela conduit
fatalement, aprés un certain nombre



d’autoreproductions vésiculaires,
a une population de compartiments
non actifs. Pour surmonter ces limites,
les auteurs envisagent de fusionner
avec les vésicules filles des vésicules
contenant les ingrédients nécessaires
au maintien de I'activité du systeme.
D’autres approches sont parallelement
élaborées dans le but d’obtenir une
production de I’ensemble des consti-
tuants du systeme lors d’un cycle sans
apport de molécules additionnelles.
Dans ce cadre, "intégration d’ARN
catalytiques autoréplicateurs (les ribo-
zymes) au sein de vésicules lipidiques
autoreproductrices représente égale-
ment I'une des voies possibles vers la
synthése artificielle de la vie [2]. La

construction d’une cellule synthétique
minimale est en tous cas un défi pas-
sionnant, a Iinterface de multiples
champs (biologie synthétique, étude de
I’origine de la vie ) et dont Iissue, mal-
gré le long chemin restant a parcourir,
parait aujourd’hui envisageable. ¢

An advanced model

of a minimalistic synthetic cell
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Traitement de la détresse
respiratoire des prématurés

Un agoniste de la voie de signalisation
hedgehog prévient les effets néfastes

des glucocorticoides

Amélie Griveaul?

Administration des glucocorticoides

chez les prématurés : bénéfice et risques
Les glucocorticoides (GC) sont des hor-
mones stéroides sécrétées en faible quan-
tité par la glande surrénale. Une modifi-
cation de leur taux peut conduire a des
altérations importantes du développement
et de la maturation de certains organes
tels que les pounons ou le cerveau. Divers
GC synthétiques comme la dexaméthasone,
la prednisolone, la B-méthasone ou encore
I’hydrocortisone, ont été développés et
administrés en période anté- ou postna-
tale afin de prévenir ou de traiter le risque
de détresse respiratoire ainsi que d’autres
complications souvent rencontrées chez
les prématurés [1,10]. Les pathologies
pulmonaires sont principalement liées a
un défaut de production des protéines
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du surfactant : cet « enduit alvéolaire »
de composition complexe, tres riche en
phospholipides, empéche les alvéoles de
se collaber lors de I’expiration, grdce a
ses propriétés tensioactives. L'adminis-
tration de GC aux femmes a risque ou aux
enfants prématurés permet, entre autres,
de réduire I'inflammation et de stimuler
la synthese des protéines du surfactant
par les pneumocytes de type Il. Malgré ces
effets bénéfiques, de plus en plus d’études
indiquent que I'administration périnatale
de GC a des doses supraphysiologiques
entraine des déficits cognitifs ou moteurs
a long terme liés a une augmentation de
I’incidence des lésions de la substance
blanche et de I’infirmité motrice cérébrale,
ou encore a des défauts de développement
du cervelet [2-4, 10].

Antagonisme entre les glucocorticoides
et la voie Shh pour la croissance

du cervelet

Le cervelet est impliqué dans la coordi-
nation motrice et le relais d’informations
vers le cortex cérébral chez I'adulte.
Cette structure grossit considérable-
ment pendant la période périnatale via
I’expansion des précurseurs des neurones
granulaires cérébelleux (PNGC), induite
par la voie de signalisation hedgehog
[5]. Sonic hedgehog (Shh), une protéine
sécrétée par les cellules de Purkinje, en
se fixant sur son récepteur transmembra-
naire Patched (Ptch) présent au niveau
des PNGC, entraine la dérépression de
Smoothened (Smo). Il en résulte une
activation de la cascade de signalisation
intracellulaire, dont en particulier Glil,
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