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Tous mes vœux pour la nouvelle année. 

Ce bulletin est volontairement généraliste. Il essaye d'attirer l'attention sur des données pouvant avoir un impact en biotechnologie, surtout appliquées aux productions agricoles, à leur transformation et à l'environnement. Il abandonne généralement les sujets, souvent importants, traités dans votre quotidien habituel ou la presse hebdomadaire, scientifique ou non. Il ne peut, du fait de sa relative généralité et de son unique rédacteur un peu gâteux, entrer en compétition avec ces derniers.

 Je présente d'avance mes excuses auprès des lecteurs pour les erreurs se glissant inévitablement dans mes analyses, et les choix peut-être pas toujours pertinents. Je lis, d'ailleurs, avec intérêt les commentaires ou critiques qui me sont communiqués. Je m'efforce de parcourir un grand nombre de publications de nature très diverses, comme vous pouvez le constater, mais l'accès n'en est pas toujours facile dans ces temps d'inflation des prix d'abonnements. Je cherche à commenter des articles quand ils arrivent dans les bibliothèques et ne fais pas la course à l'Internet, bien que j'aie la chance de pouvoir en disposer. 

Etant obligé de limiter la diffusion initiale du document-papier pour des raisons pratiques, j'encourage une distribution plus large par les destinataires. Nous essayons de rendre la version Internet plus accessible, compte tenu de son volume non négligeable.

Des délais de parution ont pu être constatés l'année passée. Ils sont dus à des difficultés techniques. Elles devraient disparaître à partir du mois de mars. Un système d'alerte de la parution du bulletin a été mis en place ces derniers mois. Profitez-en.


André BERKALOFF


e-mail : andre.berkaloff@igmors.u-psud.fr
Concepts et Techniques 

1. Le groupement de gènes non homologues, mais co-exprimés, peut concerner un grand nombre de gènes chez la Drosophile. AM Boutanaev et al.; Nature 420 (19-26DEC02) 666-669. Ces auteurs russes ont identifié 1661 gènes spécifiques du testicule dont un tiers sont groupés sur les chromosomes. Ils expliquent la co-expression par l'appartenance à un même domaine chromatinien. 

On savait déjà que les gènes du rythme circadien sont regroupés chez la Drosophile. Les auteurs ont alors exploré le génome sur ce point et constaté que cela a l'air d'un fait général. On l'a retrouvé chez Caenorhabditis et chez l'homme, alors que chez la levure ce sont tout au plus des paires de gènes qui sont concernés. Ceci indique une influence disymétrique de la chromatine et des facteurs de transcription sur le niveau de transcription, inversé entre la levure et les eucaryotes dits supérieurs. 
( (( (( (( (( (
2. On trouvera dans R Pollock et al.; Current Opinion in Biotechnology 13 (OCT02) 459-467, une revue sur la régulation de l'expression génique par dimérisation de facteurs de transcription. Elle est tournée vers l'utilisation de petites molécules pharmacologiques permettant de jouer sur cette dimérisation. La revue insiste sur les systèmes dérivant de l'utilisation de la rapamycine. Elle analyse également les développements basés sur FK506, la dexaméthasone et le méthotrexate.

( (( (( (( (( (
3. La revue de SY Corbel et al.; Current Opinion in Biotechnology 13 (OCT02) 448-452, fait le point sur les systèmes de régulation de l'expression génique par la tétracycline, dix ans après la première démonstration par Gossen et Bujard (M Gossen et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 89(15JUN92):5547-5551).
De nombreuses adaptations du système ont été explorées et les performances en ont été sérieusement améliorées. L'utilisation du système n'est plus limitée aux cellules immortalisées et aux animaux transgéniques qui en dérivent. La revue est surtout centrée sur les obstacles rencontrés lors du ciblage des composants vers les cellules où on veut qu'il fonctionne. Elle traite également de systèmes conceptuellement semblables mais avec d'autres antibiotiques associés à d'autres facteurs de transcription. C'est notamment le cas de l'utilisation de macrolides par le groupe de Fussenegger (W Weber et al. Nature Biotechnology 20 (AUG02) 901-907).
On sait que le système tet comprend trois composants, le modulateur de transcription, le promoteur sensible à la tétracycline et un antibiotique de cette famille. Le modulateur comprend le répresseur procaryotique tetR, qui assure la fonction de fixation tet-dépendante sur l'ADN, fusionné avec un domaine activateur ou répresseur transcriptionnels. Ces domaines peuvent être modifiés à volonté pour obtenir une action adéquate. 

Le promoteur tétracycline-sensible est monté avec 7 exemplaires en tandem de la séquence reconnue par tetR (tetO) en amont d'une séquence classique TATA simplifiée (pour le positionnement de l'appareil de transcription). On utilise usuellement une séquence d'initiation de la transcription provenant du promoteur précoce du cytomégalovirus (CMV). On n'a pas réussi à améliorer cette combinaison tetO7–CMV, et c'est toujours la combinaison initiale qui est utilisée. L'antibiotique utilisé est le plus souvent la doxycyline, car elle est capable de franchir la barrière placentaire, ce qui offre un avantage pour l'étude du développement des mammifères et la barrière hémato-méningée. De plus elle a une forte affinité pour toutes les séquences modifiées de tetR.
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4. Une revue de P Brazhnik et al.; Trends in Biotechnology 20 (NOV02) 467-471, analyse les techniques d'analyse des réseaux de signaux, comme on peut les extraire des profils de transcription issus des réseaux d'expression, mais surtout de données expérimentales. Le but des auteurs est de déduire les fonctions de gènes de ces analyses. C'est un peu cette folie devant les millions de données qui nous submergent, alors que l'approche réductionniste à la base de la plupart de nos connaissances en "biologie moléculaire"( un facteur variant à la fois, pas plus) s'avère maintenant désespérante. 

Les profils de transcription dans une grande variété de conditions deviennent pain quotidien du chercheur (voir http://www.gene-chips.com) et, comme les coûts baissent régulièrement, ils apportent encore plus de données; il faut bien tirer parti de cette évolution en essayant de ne pas perdre ce que l'on pourrait en tirer. C'est l'objet de la revue. 

Il a bien fallu, par ailleurs, sortir un peu du dogme selon lequel les gènes gouvernent tout dans la cellule. Les produits, lâchés dans la cellule, ont leur propre comportement jusqu'à leur destruction. Il existe des boucles de régulation en retour (produit sur l'expression des gènes, et sur les étapes intermédiaires), en somme une voie "démocratique" selon les auteurs. Ce sont les régulations qu'on nous a enseignées. 

La méthode réductionniste a permis d'établir l'existence de voies métaboliques ou de signaux. Ces voies n'existent pas isolément, et sont placées dans un contexte cellulaire évolutif. Ce qui fait que globalement on peut estimer qu'une voie isolée n'a pas d'intérêt biologique(!!!). On a donc toujours admis l'existence de réseaux en examinant les modifications de l'expression de gènes quand celle de l'un d'entre eux est modulée. Tout dépend de ce que l'on peut techniquement observer. 

Le seul examen des niveaux d'expressions liées est donc, et on l'admet volontiers, une simplification. Il représente une photographie à gros grain des interactions géniques à un instant et dans des conditions données. Les auteurs suggèrent que l'on pourrait remplacer bien des discours par des graphiques résumant simplement les nombreuses interactions qu'on peut révéler et remplacer les annotations génomiques. 

On pourrait établir combien de gènes régulateurs sont présents dans un génome, et combien d'interactions a, en moyenne, un gène donné avec d'autres. On pourrait, au passage, examiner les causes de la robustesse de l'expression d'un génome. On sait, en effet, qu'on peut supprimer 40% des gènes de la levure sans affecter de façon évidente, les phénotypes cellulaire. C'est incontestablement le produit d'une sélection du "système".
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5. P Sazani et al.; Current Opinion in Biotechnology 13 (OCT02) 468-472 analysent les possibilités de modulation de l'expression génique par des oligonucléotides antisens. Ils sont actuellement exprimés souvent par transcription de vecteurs viraux. L'avantage est de pouvoir cibler plus ou moins étroitement leur action en jouant sur leurs séquences et sur le ciblage du vecteur. Leur désavantage est que, sous leur forme naturelle, ils sont biologiquement instables et des modifications et des vecteurs adaptés sont nécessaires pour obtenir un effet plus durable. Ils illustrent leur propos avec l'exemple 'in-vitro) du basculement de la fonction anti-apoptotique de Bcl-X et proapoptotique (dans des cellules cancéreuses). In vivo on les a utilisés pour modifier le développement du poisson zèbre, et plus récemment dans des essais cliniques chez l'homme. Des dérivés des snRNAs ont été utilisés pour limiter les mauvais épissages ou pour corriger des exons entiers par épissage en trans.
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6. Il existe deux variants du FGFR2 (Fibroblast Growth Factor Receptor 2) issus d'un épissage alternatif. Les exons IIIb et IIIc sont mutuellement exclusifs tout en reconnaissant également FGF-1. La régulation très stricte de cette alternative est un exemple de régulation post-transcriptionnelle. Des lignées cancéreuses de rat utilisent l'une ou l'autre de ces formes et servent de modèles d'étude. Il existe deux séquences intercalées entre les deux exons, ISE-2 (Intron Splicing Element) et ISAR (Intronic Splicing Activator and Repressor), qui sont nécessaires au choix cellule-spécifique de l'exon IIIb. Une épingle à cheveu dans l'ARN à ce niveau est indispensable, bien que les deux séquences appariées soient distantes de plus de 700 nucléotides. La dissection de cette zone a été réalisée par troncature ou substitution. SJ Muh et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (20DEC02) 50143–50154. On peut, en réalité, substituer des séquences complètement différentes, pourvu qu'elles puissent former l'épingle. Il doit donc exister une ou des protéines reconnaissant les ARNs double-brins dans le système d'épissage.
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7. Le numéro de décembre de Biotechnology Advances est consacré aux réseaux, et à leurs utilisations dans quelques domaines de la biologie. Trois revues et un éditorial de B Dixon; Biotechnology Advances 20 (DEC02) 361-362, étoffent ce numéro.

La prolifération des réseaux tient autant aux multiples séquences maintenant utilisables qu'à la technique elle-même de dépôt de sondes ou celle d'analyser des séquence retenues. GeneBank contenait, en 1982, 606 séquences pour un total de 680 338 paires de bases. En Juin 2002, elle en contenait 20 649 millions correspondant à 17 471 000 séquences communiquées, dont 90% intégrées dans les quatre dernières années. Elle contient 57 génomes bactériens entiers, dont 35 ont été intégrés durant les deux dernières années, et 57 génomes supplémentaires vont être stockés durant l'année suivante, plus sept génomes eucaryotes. La consultation de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ Genbank/genbankstats.html est édifiante. 

La prolifération des données a été anticipée sur le plan des logiciels d'analyse à qui cela fournit une justification évidente. 

L'idée de repérer l'existence de séquences données en les confrontant avec des sondes immobilisées d'une façon ou d'une autre n'est pas nouvelle. Elle a été utilisée depuis plus d'une dizaine d'années. Ce sont les perfectionnements dans les synthèses d'oligonucléotides et les densités phénoménalement accrues des sondes sur leurs supports qui ont permis les examens en grande série de multiples paramètres géniques sous la forme de microréseaux (que je me contente d'appeler réseau, car "micro" est un terme qui évolue avec le temps comme le terme "sophistiqué" que je n'utilise jamais). L'utilisation elle-même se heurte cependant encore à quelques difficultés dans les analyses à haut débit de routine

A Ali et al.; Biotechnology Advances 20 (DEC02) 363-378 traitent de l'utilisation des réseaux pour l'analyse du développement. Ils montrent les premiers résultats obtenus de cette façon. 

SB Wiseman et al.; Biotechnology Advances 20 (DEC02) 379-389 traitent de leur utilisation en physiologie comparée. 

Il est évident que ces approches sont surtout utiles, pour l'instant pour des espèces modèles complètement séquencées. Une approche anticipatrice consiste à dériver les données vers des organismes dont seule une partie de la séquence est connue.

NF Neumann et al.; Biotechnology Advances 20 (DEC02) 391-419, eux, discutent de l'utilisation de ces réseaux dans le domaine de l'écotoxicologie. Les auteurs pensent qu'on peut espérer une prédiction de la toxicité d'une substance peu connue de ce point de vue, en se basant sur des réponses transcriptionnelles à des toxiques connus. Mais les auteurs font remarquer que tout ceci est bien joli, mais au moins dans un premier temps, la vérification sur l'organisme ou les cellules reste indispensable.

D'une façon générale, il faudrait avoir un schéma de transcription à la fois temporel et topographique (par tissu). Par ailleurs des organismes atypiques, pour lesquels les données génomiques complètes ne sont pas toujours disponibles, sont parfois plus intéressants que les organismes modèles. 

Il est, par ailleurs, évident que les réseaux protéiques apporteront des compléments indispensables du fait que les mécanismes post-transcriptionnels ne sont pas révélés par les réseaux à oligonucléotides.

( (( (( (( (( (
8. On constate de plus en plus souvent que les clivages intra-membranaires font partie des régulations dans la transmission des signaux. C'est, pour l'instant, la libération de facteurs de transcription, partie de protéines membranaires, que l'on a décrit, mais on a découvert récemment que c'est également le cas pour des signaux intercellulaires. Une revue sur ce sujet est parue avec S Urban et al.; Current Opinion in Genetics & Development. 12 (OCT02) 512-518.
Quatre familles de protéases participent à ces régulations. Ce sont les présénilines, la protéase S2P (site 2 protease), les peptidases rhomboids et les peptidases SPP (signal-peptide peptidase). Ce sont des protéases inusuelles possédant plusieurs domaines transmembranaires dont les sites catalytiques sont logés dans un ou plusieurs de ces domaines qui se rapprochent pour donner le site fonctionnel. Ces sites présentent tous les signes d'une convergence fonctionnelle à partir de séquences disparates et d'une grande ancienneté évolutive, caractérisée par leur conservation entre pro- et eucaryotes. On retrouve ces systèmes aussi bien pour l'émission de signaux que pour leur réception. Plusieurs exemples sont traités de façon claire.
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9. On trouvera dans I Stagljar et al.; Trends in Biochemical Science 27 (NOV02) 559-563, une analyse des interactions protéiques dans les membranes en utilisant les techniques basées sur les essais en levure, comme les systèmes à double-hybride. Ces techniques sont intéressantes car elles ne nécessitent que de petites adaptations à un cas particulier et peuvent être automatisées.

 Il faut remarquer qu'environ un tiers des protéines décelées chez les organismes séquencés sont membranaires, d'une façon ou d'une autre. Les protéines membranaires sont, cependant, difficiles à étudier, du fait de leur caractère hydrophobe. On a donc des difficultés, dans un système à double-hybride à identifier les partenaires. On a, de ce fait, dû utiliser comme partenaires des moitiés de systèmes membranaires au lieu de facteurs de transcription (le système à double hybride classique utilise l'interaction de deux protéines pour rassembler deux moitiés d'un facteur de transcription fusionnées avec chacune des protéines). C'est le cas du système Ras. La protéine Ras doit être ancrée à la membrane pour être fonctionnelle. Le Cdc25 (un Ras guanyl exchange factor qui convertit GDP en GTP) permet la phosphorylation du GDP en GTP et déclenche la cascade des signaux en aval qui induit la croissance cellulaire.

 On utilise donc un système thermosensible pour cdc25. On exprime la protéine membranaire à caractériser. On fusionne Ras avec une protéine interagissante. A température permissive la cellule pousse, alors que, faute de phosphorylation de Ras à température non permissive elle ne pousse pas. On peut, égalemen,t utiliser un système basé sur des fusions avec des protéines G (en fusionnant avec les sous-unité  et en vérifiant leur association avec le récepteur Ste2 associé à la sous-unité. On peut, également, utiliser les deux moitiés de l'ubiquitine.
( (( (( (( (( (
10. On trouvera dans Current Opinion in Genetics & Development 12 (DEC02), une série d'articles sur l'évolution moléculaire des génomes. Les uns se consacrent sur les patrons observés (densité des gènes et codons utilisés) et leurs origines, les autres portent sur l'évolution des séquences fonctionnelles. 

Dans la première catégorie MZ Ludwig; p.634–639 se penche sur le fait que la persistance et la composition des séquences non codantes indiquent une pression de sélection sur ces séquences, tandis que L Duret; p.640–649 indique qu'une faible pression joue dans le domaine de l'utilisation des codons, les résultats de cette pression étant plus perceptibles chez les Invertébrés que chez les Vertébrés. Ce dernier auteur fait, cependant, remarquer que les conclusions dans ce domaine doivent être prises avec des pincettes, car basées sur des modèles simplifiés où la pression de sélection est constante. Il souligne que le taux de mutation varie selon le niveau d'expression et l'environnement génique. 
Les mutations sont le plus souvent le produit des divisions. Leur fréquence doit donc être différente entre mâles et femelles, notamment chez les mammifères, du fait de la stase prolongée des ovocytes en première division de la méiose. WH Li et al.; p.650–656 conclue dans leur revue du problème qu'il y a effectivement un taux élevé de mutations chez les mâles de primates, rongeurs et oiseaux.

La fréquence des recombinaisons est variable au sein d'un génome. Ceci a été démontré chez l'homme et chez la drosophile. La fluctuation est de l'ordre de 10 fois (exprimée en centiMorgans par mégapaires de bases). Il existe obligatoirement une corrélation entre l'évolution des séquences et la fréquence des recombinaisons et MW Nachman; p.657–663 soulignent que la sélection doit être moins efficace dans les régions à très basse fréquence de recombinaisons. De nombreux transposons et mutations doivent s'accumuler dans ces régions. Le cas extrême est le chromosome Y. On a pu admettre que ce chromosome dérive d'un chromosome X qui n'a plus subi que des recombinaisons très épisodiques, laissant ses gènes devenir non-fonctionnels, sauf ceux concernant la fertilité mâle. AB Carvalho; p.664–668 montrent, qu'au moins chez la drosophile et chez l'homme, ces derniers gènes sont, en fait le produit de translocations à partir d'autosomes. Il pense que, contrairement à l'hypothèse d'un chromosome X devenu Y évoquée plus haut, les traces d'une origine X sont trop rares, et que l'on doit plutôt admettre la formation du chromosome Y à partir d'un chromosome B (chromosomes facultatifs) avec translocations. 

On analyse les transposons omniprésents comme des traces d'évènement passés et l'âge de ces évènements est toujours intéressant à connaître. TH Eickbush et al.; p.669–674 comparent ces évènements chez l'homme et la drosophile. Il y a 1000 fois plus de transposons par génome chez l'homme que chez la drosophile (ne serait-ce que les 500 000 rétrotransposons SINE, pour Short INterspersed Elements, qui sont complètement absents chez la drosophile). 

Si les transposons humains sont plus nombreux, ils sont moins polymorphes chez l'homme. Il se pourrait donc que les rétrotransposons soient plus facilement tolérés et fixés chez les mammifères. Une explication potentielle est le faible taux de recombinaisons homologues ectopiques chez l'homme (recombinaisons entre séquences homologues, mais dispersées dans le génome). La preuve est cependant difficile à obtenir.

L'évolution de l'organisation génomique des gènes fonctionnels est souvent abordée en comparant la variabilité intra- et interspécifique pour les substitutions synonymes et celles modifiant l'acide aminé. La technique n'a, cependant, été pratiquée qu'à propos de gènes uniques. On est en train de passer à un examen à l'échelle génomique (C Schlötterer; p.683–687). On peut, ainsi, étudier les conséquences de l'adaptation locale d'une population.

Z Yang; p.688–694 commente les méthodes qui plaquent les données de séquences de plusieurs espèces sur des modèles évolutifs, ce qui permet de détecter les sites et les espèces où une sélection a dû jouer. On peut le faire à l'échelle du génome s'il est possible d'identifier et d'aligner des séquences géniques orthologues (les mêmes chez deux espèces différentes). 

Les régulations sont également soumises aux pressions de sélection, notamment au cours du développement. G Gibson et al.; p.695–700 montrent qu'il existe clairement des pertes ou des gains de systèmes complets de régulation entre espèces. Malheureusement ces démonstrations exigent un sérieux travail de paillasse, et nos connaissances des systèmes de régulation sont beaucoup moins avancées que celles des gènes.

L'existence d'épissages alternatifs tissu-spécifiques montre que cela permet une régulation fine avec un nombre plus restreint de séquences codantes. M Lynch et al.; p.701–710 analysent l'évolution des introns spliceosomaux. Ils font remarquer que malgré le coût potentiel pour la cellule de cette innovation, avec les risques d'erreurs, la sélection a favorisé leur prolifération.

La région centromérique des chromosomes a des fonctions variées. (HS Malik et al.; p.711–718 analysent les données qui indiquent une co-évolution entre les protéines centromériques (comme l'histone H3 particulière à cette région) et l'ADN. Ils indiquent qu'il y a là une base pour une divergence entraînant un isolement reproductif au sein d'une espèce. 


L'analyse comparée des plus de 200 génomes bactériens maintenant séquencés montre que le nombre des gènes est un élément clé de l'adaptabilité des espèces (TS Whittam et al.; p.719–725). Beaucoup de ces variations sont liées à des transferts latéraux et des espèces voisines peuvent différer de 20% dans leur contenu génomique. Ces transferts sont souvent impliqués dans la pathogenèse et des phages porteurs de gènes codant des toxines sont souvent impliqués.

La revue de JD Terwilliger et al.; 726–734 comporte des remarques intéressantes sur le coût des opérations globales de séquençage. La revue est surtout tournée vers les aspects médicaux qui ont justifié les dépenses publiques dans le domaine, mais on peut très bien élargir les commentaires à la sélection pour des caractères à déterminisme génétique complexe. Ils font remarquer que s'il existe quelques gènes à effet important mutant de façon récurrente, les méthodes utilisant la liaison actuellement existante sont au moins aussi puissantes.
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12. Les queues polyA des messagers des eucaryotes stabilisent ces derniers. Or, chez les procaryotes elles accélèrent leur destruction. M Dreyfus et al.; Cell 111 (27NOV02) 611-613, analysent le pourquoi de ces fonctions opposées. 

Les enzymes de polyadénylation (poly(A) polymérases ou PAPs) ont été découvertes il y a une quarantaine d'années chez les deux types d'organismes. Mais cette polyadénylation des messagers avait été considérée comme anecdotique chez les procaryotes, car seule une fraction des messagers restent polyadénylés chez E.coli, par exemple. 

Chez les eucaryotes la polyadénylation a lieu dans le noyau, où elle est associée à la fin de la transcription et aux premiers clivages. Une déadénylation a lieu dans le cytoplasme et elle est définitive. Elle est réalisée par des exonucléases spécialisées. Chez E.coli la polyadénylation peut avoir lieu sur des fragments de messagers issus de l'activité d'endo- ou exonucléases. Les PAPs bactérienne polyadénylent toute extrémité 3' rencontrée. Ceci est lié au fait que les PAPs ne sont pas engagées dans le complexe de transcription, comme leurs équivalentes eucaryotes, mais libres ou associées aux complexes de dégradation des ARNs dans le cytoplasme bactérien. Il n'existe, par ailleurs, pas d'exonucléase spécifiques des polyA, mais des exoribonucléases 3'>5', des RNase II et des polynucléotide phosphorylase (PNPase), impliquées dans la dégradation des ARNs, qui puissent éliminer les polyA.
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13. L'accumulation de cystéines oxydées ou nitrosylées correspond à ce que l'on appelle le stress oxydatif. L'organisme utilise de petites molécules et enzymes sensibles au potentiel redox pour lutter contre les dégâts éventuels liés à ces stress. Chez la levure, ce sont 115 gènes qui sont activés dans ces conditions. Les facteurs de transcription sensibles au potentiel redox comme OxyR d'E.coli et Yap1 de S cerevisiae le sont à la suite d'un changement de conformation liés aux thiols des cystéines. Les gènes ainsi régulés le sont en présence d'oxygènes (ou azotes) réactifs qui déclenchent des mécanismes distincts, plus ou moins recouvrants, de détoxication. On commence à élucider les raisons des différentes réponses possibles. 

L'activation d'OxyR à la présence de peroxyde d'hydrogène entraîne la formation d'un pont disulfure entre les Cys 199 et 208, qui sont distantes de 17 Å dans la forme réduite. Un feuillet  est alors transformé en hélice et un nouveau feuillet est formé, ce qui permet le recrutement de la polymérase et la fixation sur l'ADN. 

Yap1 porte un signal d'exportation du noyau non canonique, riche en leucines dans son domaine C-terminal riche en cystéines (Cys598, Cys620 et Cys629). Un stress oxydatif par la diamide masque ce signal à la suite de la formation de ponts disulfures et le facteur reste nucléaire. Dans le cas de peroxydes on observe un pontage entre Cys598 du domaine C-terminal et Cys303 dans un domaine plus en amont . On a donc des réponses moléculaires différentes.

Des publications récentes indiquent indique que plusieurs composants redox peuvent modifier le même site du facteur de transcription sensible, mais aboutir à des réponses différentes, et qu'une ou plusieurs protéines peuvent servir d'intermédiaires d'activation du facteur de transcription. Le pont disulfure Cys303-Cys598 est, en fait, formé à la suite de l'action d'une protéine qui est une phospholipide hydroperoxydase, Gpx3 (A Delaunay et al.; Cell 111 (13NOV02) 471–481), voir le commentaire de G Georgiou; Cell 111 (27NOV02) 607–610. Gpx3 se lie à Yap1 dans un complexe stable qui persiste même après disparition du stress. Dans des cellules en présence de fortes concentrations de peroxyde d'hydrogène, la Cys36 de Gpx3 forme un intermédiaire qui réagit avec le Cys598 de Yap1, permettant la formation d'un complexe intermoléculaire liée par un pont disulfure. Il se réarrange alors en donnant le pont disulfure Cys303-Cys598 dans Yap1 et en libérant Gpx3 sous une forme réduite.

Gpx3 est une protéine bifonctionnelle servant de capteur d'H2O2 et d'oxydant de Yap1, tout en exhibant une fonction hydroperoxydasique. La réduction d'H2O2 est réalisée par la formation d'un pont disulfure entre les cystéines Cys36 et Cys82 dans le site catalytique. Ce pont est ensuite réduit par la thioredoxine. 

Les ponts disulfures ne sont pas les seuls produits d'une oxydation. On a montré, chez Bacillus subtilis, qu'une cystéine isolée peut être transformée en acide sulfénique (RSH en RSOH).

Les six cystéines d'OxyR ont un comportement différent et dépendant de la modification de la Cys199. Les Cys199 et Cys25 sont accessibles et les Cys143 et Cys208 ne le sont pas tandis que les deux dernières sont engagées dans un pont disulfure. Seule la Cys199 est modifiée par H2O2, la S-nitrosoglutathione ou la S-nitrosocystéine, ou la glutathione oxydée. Ces modifications consistent, respectivement, en la formation d'un acide sulfénique stable (OxyRSOH), une protéine S-nitrosylée (OxyRSNO), et la forme glutathionylée (OxyRSSG). La conformation change selon le type de produit oxydé ou nitrosylé. L'affinité de liaison à l'ADN ainsi que la coopérativité changent substantiellement selon la modification.
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14. La conception banalisée des mitochondries comme des organites dépendant de l'oxygène pour leurs fonctions de récupération oxydative de l'énergie des substrats est un peu étroite. Elle est valable, par exemple, pour des cellules mammaliennes, mais il existe, en réalité, bien d'autres apports physiologiques de ces organites symbiotiques. Ils peuvent recharger de l'ATP dans de nombreuses conditions, en particulier en utilisant d'autres accepteurs d'électrons que l'oxygène comme les nitrates ou nitrites (cas des protistes ou de Fusarium oxysporum et Cylindrocarpon tonkinense) ou du fumarate (dismutation malique), produit endogène (cas de Fasciola hepatica et Ascaris suum). Il faut un complément enzymatique pour assurer cette utilisation de la chaîne respiratoire. Parallèlement aux "vraies" mitochondries, on observe les "hydrogénosomes" chez les ciliés, amoeboflagellés, chytridiomycète et les parabasalides où ils ont été découverts, mais qui n'ont pas de chaînes respiratoires. Une revue sur ces utilisations est parue avec AGM Tielens et al.; Trends in Biochemical Science 27 (NOV02) 564-572. Celle-ci se concentre sur le fonctionnement des mitochondries chez des Eucaryotes vivant en milieux hypoxiques ou anoxiques et n'envisage, ni les fermentations comme celles de la levure ou d'animaux comme le poisson rouge (ou de nos muscles) basée sur la seule glycolyse, ni les hydrogénosomes. 

Les organismes au-delà d'une certaine taille et ne possèdent pas d'appareil circulatoire comme les vers parasites sont souvent trop grands pour n'utiliser que la diffusion de l'oxygène et doivent trouver un autre accepteur d'électrons. C'est ce qui se passe pour les plathelminthes qui, malgré leur architecture corporelle maximisant la surface ont un tube digestif très anfractueux ne fonctionnant que par va et vient à travers un orifice unique. Il est donc totalement inefficace comme organe respiratoire et a cessé de jouer ce rôle comme chez les invertébrés primitifs. Nématodes, et certains Mollusques (moules, arénicole, limnée, etc…) sont d'autres exemples de cette utilisation des mitochondries.
( (( (( (( (( (
15. On trouvera dans S Irniger; FEBS Letters 532 (04DEC02) 7-11, une revue sur le rôle du coactivateur Cdc20 du complexe anaphasique (voir le Bulletin de septembre 2002 §50) dans la protéolyse de la cycline mitotique majeure Clb2 (chez la levure) qui permet la ségrégation des chromatides lors de l'anaphase grâce à l'inactivation des kinases cycline-dépendantes (cdks). 
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16. La structure d'un complexe entre le facteur de croissance BMP-7 et son inhibiteur Noggin est décrite dans (J Groppe et al. Nature 420 (19-26DEC02) 636–642. Ce qui est intéressant c'est que tout a l'air d'un homodimère avec deux molécules dont la structure en papillon est étrangement similaire.
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17. JS Reader et al.; Nature 420 (19-26DEC02) 841-844 décrivent une ribozyme constituée seulement de deux nucléotides différents, 2,6-diaminopurine et uracyle. Une telle ribozyme fonctionne comme une ligase, mimant probablement un des premiers stades de la vie où on pense que, parmi les quatre nucléotides A,U, G et C, l'instabilité chimique de la cytosine ne permettait pas de prolonger des macromolécules ribonucléiques. On connaissait déjà des ribozyme à trois nucléotides différents A,G et U qui ne contredisent pas cette hypothèse.
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18. Une revue de M Famulok et al.; Trends in Biotechnology 20 (NOV02) 462-466, fait le tour de tous les systèmes d'ARNs fonctionnels (y compris les siRNAs) mais aussi les aptamères (ARNs se liant aux protéines) et intramères (les mêmes exprimés dans la cellule) aptazymes, maxizymes (ARNs catalytiques) artificiels, permettant la modulation in vivo de l'expression des gènes au niveau des messagers ou des protéines.
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19. On sait que TRF1 (TATA-box-binding protein (TBP)-Related Factor 1) de la drosophile permet l'utilisation de promoteurs alternatifs et que le complexe TRF1:BRF permet celle des promoteurs des gènes d'ARNs de transfert. Le facteur de transcription TRF2 est nécessaire au développement. On n'a, cependant, jamais pu caractériser ses gènes-cibles. Il fait partie du complexe de remodelage du nucléosome (NURF) et du facteur DREF (DNA Replication-related Element (DRE)-binding Factor). A Hochheimer et al.; Nature 420 (28NOV02) 439-445.

Les auteurs montrent que le complexe DREF-TRF2 permet la reconnaissance de séquences différentes de celles par TRF1. TRF2 s'associe aux facteurs de transcription de base TFIIA et TFIIB, mais ne reconnaît pas les boîtes TATA des promoteurs usuels. Contrairement à TRF1, TRF2 possède des prolongements N- et C-terminaux de part et d'autres du domaine reconnaissant l'ADN. 

Il reconnaît le promoteur du gène codant le PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen). Il assure donc une reconnaissance très spécifique.
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Les Productions Végétales

Les gènes et les génomes 

20. Des chercheurs de l'Arizona State University ont comparé les séquences génomiques des cinq groupes de procaryotes photosynthétiques pour essayer de déterminer l'origine de cette fonction essentielle. Ils démontrent que les transferts horizontaux ont joué un rôle important dans l'évolution de ces systèmes. Ce sont en fait des mosaïques de gènes d'origines différentes que l'on détecte. J Raymond et al.; Science 298 (22NOV02) 1616-1620.
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21. Les corrélations génétiques sont dues, soit à des contraintes physiques comme quand deux gènes sont très proches et difficilement séparables par recombinaison (déséquilibre de liaison) ou physiologiques (pléïotropie), les deux étant indispensables simultanément et la disjonction de l'un d'entre eux entraîne des difficultés handicapant l'organisme porteur. 


Un article de JK Conner; Nature 420 (28NOV02) 407-410 examine la situation des caractères floraux dans des populations naturelles, c'est-à-dire lorsque la sélection joue. La cartographie des QTLS (Quantitative Trait Locus) ne permet pas d'analyser ces mécanismes, car il faut utiliser des variants (espèces, lignées inbred, etc…) croisés, donc différents génétiquement. Leurs croisements ne permettent qu'une ou deux recombinaisons et de faibles déséquilibres de liaison sont difficiles à déceler dans ces conditions. Des recombinaisons sur neuf générations d'une population naturelle de radis permettent d'établir que les corrélations entre six caractères floraux ne sont pas perturbées par la sélection et que c'est la pléïotropie qui est en cause. 

Il y a donc de fortes contraintes en faveur de la présence simultanée de deux gènes fortement corrélés, ce qui veut dire que si la sélection joue en faveur d'un des deux gènes, l'autre doit évoluer, pas nécessairement de façon adaptative par elle-même.
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L'expression génique

22. Le ciblage des messagers vers des compartiments sub-cellulaires particuliers permet de réguler le sort cellulaire et la croissance polaire de la cellule. Ces transports peuvent également être assurés chez les plantes et à grande distance. Cette localisation avait été découverte au début des années 80s chez les ascidies. Plus de 90 ARNs ont une localisation cellulaire précise (voir le § J Betley et al.; Current Biology 12,n°20 (15OCT02) 1756-1761).
Chez les plantes, les régions corticales de la cellule sont utilisées pour les synthèses protéiques, il n'est donc pas étonnant de voir s'y concentrer les messagers. C'est aussi le point d'entrée de macromolécules via les plasmodesmes. La localisation fait intervenir trois voies avec capture par des "récepteurs" de messagers véhiculés passivement par les courants cytoplasmiques (le principe de l'attrape-mouches), une destruction et une protection différentielle, mais surtout un transport orienté (RNA localization pathway). Ce mécanisme comprend trois étapes: la formation d'un complexe nucléoprotéique granulaire, l'utilisation du cytosquelette dans le guidage de ces complexes et piégeage final au site de destination par des microfilaments. Les séquences de ciblage sont usuellement localisées dans la partie 3' (aval) non codante du messager, mais leur identification est problématique car on ne sait pas s'il s'agît de séquences ou de conformations. TW Okita et al.; Current Opinion in Plant Biology 5 (DEC02) 553-559.
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23. Des mutations dans le locus ROS1 d'Arabidopsis provoque une répression transcriptionnelle de l'expression (silencing) d'un transgène et du gène autochtone commandés par des promoteurs homologues. Chez ces mutants ros1, le promoteur du gène réprimé est hyperméthylé. On peut lever cette répression par une mutation ddm1 (voir le §12 du Bulletin d'Octobre-Novembre 2002). ROS1 code une endonucléase bifonctionnelle, car elle possède également un domaine d'ADN glycosylase/lyase agissant sur les ADNs méthylés et pas sur les non-méthylés. Il est donc vraisemblable que ROS1 soit une protéine de réparation de l'ADN qui réprime le "silencing" dépendant de l'homologie en déméthylant le promoteur cible. Z Gong et al.; Cell 111 (13DEC02) 803-814.
Ces méthylations pourraient être causées par les smARNs (encore une dénomination pour des petits ARNs provenant d'ARNs doubles-brins qui déclenche la RdDM, (pour RNA-directed DNA Methylation), et qui interviennent, dans ce cas dans le silencing transcriptionnel et pas le silencing post-transcriptionnel ou PTGS. Les smARNs sont probablement issus des répétitions des transgènes. 
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Le développement

24. On découvre de plus en plus le rôle des protéines liant les ARNs dans les régulations cellulaires du fait de leurs intervention dans synthèses, maturation, transport, traduction, stockage et dégradation. On les a surtout étudiés à propos de la stabilité et la traduction des messagers dans le chloroplaste de Chlamydomonas reinhardtii sous l'effet du potentiel redox. On a, récemment, décrit des mutations dans des gènes codant des protéines de ce type avec des effets sur le développement (mutations caf et hua1 du développement floral chez Arabidopsis) et l'effet d'hormones comme l'acide abscissique (avec les protéines codées par ABH1 et SAD1 d'Arabidopsis qui sont des homologues de protéines très conservées liant les ARNs), ainsi que dans les systèmes circadiens.

 La revue de NV Fedoroff; Current Opinion in Plant Biology 5 (OCT02) 452-459, traite de ces protéines et de leurs rôles chez les plantes. 

Ces protéines portent des motifs très conservés, dont une moitié doit dériver de protéines impliquées lors de la transition entre une vie commandée par les ARNs à celle où les protéines ont pris le dessus. 

Ces motifs correspondent à la fois à des domaines catalytiques et non catalytiques, intervenant dans des modifications des ARNs (thiolation, isomérisation et désamination), hydrolyse d'ATP ou GDP (facteurs de traduction, hélicases et aminoacyl-tRNA synthétases), ou dégradation (ribonucléases). Ceci fait que la présence de ces motifs n'est pas un bon prédicteur de fonction. 

Un schéma un peu complexe place ces différentes protéines dans les modifications des ARNs cellulaires.
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25. Les adhérences intercellulaires jouent un rôle évident dans la morphogenèse des organismes pluricellulaires. Il existe d'ailleurs une discussion, sur laquelle je reviendrais éventuellement, sur la persistance de l'adhérence versus l'agrégation des cellules pour donner les organismes pluricellulaires.

On dispose, chez des cultures de cellules foliaires haploïdes de Nicotiana plumbaginifolia, de mutants par insertion de T-DNA appelé nolac-H18 (nonorganogenic callus with loosely attached cells) qui ont perdu la capacité d'adhérence intercellulaire (et de formation de racines adventices). Ils sont affectés dans le gène d'une glucuronyltransférase, GUT1, exprimé surtout dans les méristèmes apicaux caulinaires et racinaires. La mutation cause des ennuis dans la composition du rhamnogalacturonane II des pectines, empêchant le pontage par le borate du rhamnogalacturonane II. Peu de gènes de ces enzymes de formation des pectines ont, jusqu'à présent, été identifiés. H Iwai et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 16319–16324.
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26. La est régulée par plusieurs cascades de signaux initiés, par l'état de développement de la plante d'une part (voie autonome), et par des signaux du milieu comme la durée de l'illumination (photopériode) et la température d'autre part (vernalisation). 

Les gènes déterminant la période de floraison FLOWERING LOCUS T (FT) et SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CO1 (SOC1), agissant en aval de CONSTANS (qui gouverne la floraison en jours longs) et l'identité du méristème floral  LEAFY (LFY), intègrent ces différentes cascades.

Le facteur de transcription (potentiel) AGAMOUS-LIKE 24 (AGL24), d'Arabidopsis est graduellement activé dans les méristèmes apicaux caulinaires pendant la transition puis s'exprime dans les méristèmes des inflorescences et des fleurs. C'est un médiateur dosage-dépendant du déclenchement de la floraison comme le montrent des chercheurs de Singapore. Il agit en aval de SOC1, et en amont de LFY. H Yu et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 16336–16341. Ces données ont été obtenues par utilisation du "silencing" par des ARNs doubles-brins pour inhiber le gène, et sa surexpression.

( (( (( (( (( (
27. Le complexe SCF (voir le Bulletin de décembre 2002 §49) est une ubiquitine ligase particulière qui, chez les plantes, comme chez la levure et les animaux, participe à plusieurs processus développementaux, dont certains impliquent des hormones en détruisant, au bon moment, des protéines régulatrices. 

Une association d'équipes de Strasbourg, Cambridge, Singapore et de l'INRA à Versailles montre que la protéine Rbx1 d'Arabidopsis peut parfaitement complémenter des mutants de levure dépourvus de la protéine homologue. Chez la plante, Rbx1 interagit physiquement avec deux autres protéines de type culline (alias Cdc53, la sous-unité C de SCF), Cul1 et Cul4. Normalement (chez les animaux), Rbx1 interagit avec la culline et l'enzyme de conjugaison à l'ubiquitine. Rbx1 joue le rôle d'un activateur allostérique associé au complexe SCF. On sait que le complexe SCF joue un rôle dans le signal auxine (voir le Bulletin d'Octobre-Novembre 2002 §16) et dans d'autres processus du développement. La manipulation de l'expression d'AtRbx1 montre que son défaut entraîne une réduction de la croissance et le développement de la plantule. Il entraîne également un niveau réduit de la protéine Cul1 et une élévation de celui de la cycline D3. E Lechner et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (20DEC02) 50069–50080. 
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28. La paroi du grain de pollen contient des substances interagissant avec le stigmate. La protéine principale est une endoxylanase de 35 kDa, dont le messager est présent dans les cellules du tapetum qui emballent les grains. On vient de montrer qu'elle est synthétisée, chez le maïs, sous la forme d'un précurseur activé par un clivage, aux deux extrémités N- et C-terminales, dû à une protéase acide à sérine avant d'être déposé sur le pollen. SSH Wu et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (13DEC02) 49055–49064. 

Chez l'orge le gène de la xylanase a été cloné ainsi que celui de la xylanase de l'aleurone. L'expression est tissu-spécifique. Les protéines sont également activées après protéolyse.
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La Physiologie des Plantes 

29. La productivité du riz est, pour la plupart des cultivars, affectée par la présence de chlorure de sodium. L'expression d'un antiport (entrée protons/sortie Na+), NHX1, de l'halophyte Atriplex gmelini (une chénopodiacée) chez un riz intolérant (le cultivar Kinuhikari) permet d'introduire une résistance aux eaux saumâtres. M Ohta et al.; FEBS Letters 532 (18DEC02) 279-282. On avait déjà montré que la tolérance au sel pouvait être réalisée de cette façon chez Arabidopsis, la tomate et des Brassica surexprimant le gène AtNHX1 de l'enzyme vacuolaire.
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La lysine-cétoglutarate réductase d'Arabidopsis est une enzyme bifonctionnelle possédant également un domaine saccharopine déshydrogénase (LKR/SDH) lié au premier par un linker qui n'est présent que chez les plantes, permettant le déroulement de deux étapes successives du catabolisme de la lysine par la voie de l'-amino-adipate. Généralement ce genre de fusion est un produit de l'évolution. Une équipe israélienne vient de montrer que la régulation de l'activité de l'enzyme est régulée par une interaction entre les deux domaines de la protéine. X Zhu et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (20DEC02) 49655-49661.
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30. On trouvera dans le numéro de décembre de Current Opinion in Plant Biology, plusieurs revues sur les systèmes membranaires des végétaux. En gros, on retrouve ce que l'on sait déjà chez les animaux ou a levure. Les régulations peuvent, cependant, être différentes. Une différence notable est l'absence, chez les plantes, du système de recyclage entre le réticulum et le Golgi. On retrouve, cependant, les systèmes vésiculaires de transfert d'un compartiment à un autre, avec des composants analogues comme les COPs (Coat Protein Complex) distinguant les membranes des vésicules, les GTPase de type Ras, activées par les GEFs (Guanine Exchange Factors) et les v-SNAREs à la surface des vésicules reconnaissant les t-SNAREs des membranes avec lesquelles elles vont fusionner. Les régulations de l'ensemble sont assurées par les petites GTPases, Sar1/Arf (avec Sar1 sur le reticulum et Arf sur le Golgi) pour la phase précoce et Rab/Ypt pour les stades plus tardifs des transferts. A Nebenführ; Current Opinion in Plant Biology 5 (DEC02) 507–512. La revue est surtout centrée sur les phases pré- et post-golgiennes. La revue de T Ueda et al.; p. 513-517 souligne les adaptations plus spécifiques des systèmes consensus chez les plantes, plus particulièrement sur les transports post-golgien et sur l'endocytose. . 

La régulation dynamique des fonctions des plasmodesmes est analysée dans la revue de M Heinlein; p.543-552. La composition des plasmodesmes est encore une énigme pour l'essentiel, faute de pouvoir les isoler sous une forme purifiée. Le cytosquelette est manifestement impliqué dans leur fonction. 
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31. Trois chaperones Hsc70 (Hsp70 cognate proteins) de Cucurbita maxima ont été clonées et l'analyse fonctionnelle de ces protéines a permis de détecter un motif intervenant dans le fonctionnement du plasmodesme. La Hsp70 humaine modifiée avec ce motif devient fonctionnelle dans les plasmodesmes. K Aoki et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 16342–16347.

Ce n'est pas absolument étonnant, car la Hsp70 intervient dans les transferts de protéines à travers le pore nucléaire et, inversement, le complexe Hsp90-Hsp70 de plante est capable d'assembler les récepteurs nucléaires animaux de stéroïdes et de protéines kinases. 

D'ailleurs l'inhibiteur de Hsp, chez les animaux, qu'est la geldanamycine, inhibe également les fonctions des Hsp90 de plantes. Les Closteroviridés de plantes ont, par ailleurs, acquis un gène homologue de Hsp. C'est, notamment le cas de Hsp70 acquise par le virus de la jaunisse de la betterave, qui permet le déplacement de complexe protéine-ARN du virus à travers les plasmodesmes.
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32. Le bore est un élément important et souvent ignoré de la physiologie des plantes. Il joue, notamment un rôle dans l'intégrité des parois, mais pas seulement. Le problème biologique qu'il pose est que les membranes sont facilement perméables sous forme de borate, et il est donc difficile de réguler son transfert, or un excès (ce peut être un désinfectant ou un insecticide), comme une carence (les carences en bore empêche la floraison et la formation des graines), sont nuisibles. Il faut donc pouvoir disposer d'un transport actif permettant de contrebattre la diffusion. 

Le transporteur de bore BOR1 permettant la charge du xylème des racines à partir du péricycle vient d'être caractérisé chez Arabidopsis. Son altération entraîne une teneur normale en bore dans les racines, mais des carences dans la tige. Ce transporteur présente une homologie avec le transporteur de bicarbonates et les transporteurs d'anions en général. J Takano et al.; Nature 420 (21NOV02) 337-340. Voir également le commentaire de WB Frommer et al.; p.282-283.
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33. L'accumulation de tréhalose chez le riz Pusa Basmati-1 lui confère une bonne résistance à plusieurs stress abiotiques (provoqués par le milieu). AK Karg et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 15898–15903. L'amélioration de la résistance constatée chez plusieurs lignées transformées de riz qui stockent 3 à 10 fois plus de tréhalose, porte à la fois sur les stress oxydatifs le sel, et les basses températures. Ce n'est pas un effet de soluté compatible qui est en cause mais une meilleure modulation du métabolisme des sucres.
Cette accumulation est très rare chez les plantes, mis à part certaines plantes dites "de la résurrection". On a cependant caractérisé des gènes de synthèse chez Selaginella lepidophylla, Arabidopsis et plusieurs plantes cultivées. Des chercheurs coréens et américains ont exprimé une fusion des deux gènes de synthèse du tréhalose d'Escherichia coli (otsA et otsB) sous la commande de promoteurs, soit tissu-spécifiques, soit par un stress. Le tréhalose est synthétisé en deux étapes: formation du tréhalose-6-phosphate à partir d'UDP-glucose et de glucose-6-phosphate par la tréhalose phosphate synthase (TPs codée par otsA) puis le tréhalose-6-phosphate est déphosphorylé par la tréhalose- 6-phosphate phosphatase (TPP codée par otsB). Les deux gènes ont été fusionnés pour opérer la transformation en une seule étape. Cela améliore également l'efficacité des deux gènes. L'opération avait déjà été réalisée chez des dicotylédones, par une expression permanente, mais avec des effets indésirables comme un nanisme et des distorsions métaboliques. 
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34. On a récemment montré, chez le pois et la fève, que l'oxyde nitrique NO est un signal qui permet la fermeture des stomates sous l'action de l'acide abscissique (ABA). L'origine de ce NO dans les cellules de garde était inconnue. On vient de montrer que c'est la nitrate réductase qui en est responsable. Elle produit du NO sous l'action de l'ABA et en présence de nitrites. R Desikan et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 16314–16318. La production de NO dérive soit de l'activité d'une NO synthase, soit d'une nitrate réductase. On n'a pas trouvé de gène de NO synthase chez Arabidopsis. Si on diminue l'activité nitrate réductase, les cellules ne produisent plus de NO et ne répondent plus à l'ABA. De plus, les deux protéines phosphatases ABI1 et ABI2 (ABA Insensitive) sont placées en aval de NO dans la cascade ABA.
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35. Le transfert des protéines codées dans le noyau et utilisées dans le chloroplaste doivent donc franchir plusieurs membranes. Celles qui sont destinées à la matrice, à la membrane interne et aux thylakoïdes dépendent d'un peptide signal N-terminal pour leur transfert. Des chercheurs de Grenoble montrent qu'il doit exister une alternative pour une protéine de la membrane interne qui ne nécessite pas ce peptide. S Miras et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (06DEC02) 47770-47778.
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Les Symbioses

36. La détermination du nombre de nodules lors d'une symbiose fixatrice d'azote, est régulé. Il existe manifestement un mécanisme limitant le nombre des nodules jouant par échanges intercellulaires, un nodule empêchant l'apparition d'un autre nodule au voisinage (l'autorégulation). Deux articles ont identifié le gène responsable : L Krusell et al.; Nature 420 (28NOV02) 422-426 et R Nishimura et al.; p.426-429. Il ressemble à un gène régulateur bien connu chez Arabidopsis, CLAVATA1 (CLV1), ce qui permet d'imaginer ses fonctions.

Des mutants à nombre accru de nodules étaient connus depuis une vingtaine d'années chez le pois et le soja, mais la complexité du génome de ces Légumineuses a empêché le clonage du ou des gènes correspondants. Lotus japonicus, possède un génome plus réduit et des mutants, har (Hypernodulation and Aberrant Roots), hypernodulants en sont connus. C'est chez cette plante que le clonage de HAR1 (alias sym78) a été possible. Il code une protéine de 108 kDa qui ressemble à CLAVATA1 (CLV1) qui est un récepteur à kinase. Cette protéine possède, par ailleurs 21 répétitions riches en leucines. Or CLV1 joue un rôle dans la différenciation de méristèmes floraux et caulinaires en utilisant le signal intercellulaire CLV3. Le gène orthologue du pois, SYM29, a été également cloné et son expression étudiée. Ce dernier intervient également dans la régulation de la croissance racinaire à partir de la tige, et la sensibilité aux nitrates de la symbiose. Un gène homologue du soja a été déduit. Voir également le commentaire de JA Downie et al.; p. 369-370. 
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Les Pathogènes des Plantes et les Mécanismes de Défense

37. On a impliqué la répression post-transcriptionnelle de l'expression génique (PTGS) dans bien des mécanismes de défense cellulaire, basés sur la détection d'ARNs double-brins considérés comme "anormaux" par cette dernière. On l'avait déjà observée dans le cas du viroïde nucléaire du fuseau de la pomme de terre. On vient de montrer, dans le cas de viroïdes à développement chloroplastique comme les ASBVd (Avocado Sunblotch Viroid) et PLMVd (Peach Latent Mosaic Viroid), que des siRNAs entrent également en jeu dans la défense contre cette infection. AE Martinez de Alba et al.; Journal of Virology 76,n°24 (DEC02) 13094-13096. 
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38. On observe au sein des deux gènes des protéines de mobilisation p22 et p19 du Tomato bushy stunt virus, trois séquences régulatrices qui modulant l'accumulation de l'ARN génomique. JW Park et al.; Journal of Virology 76,n°24 (DEC02) 12747-12757. Le premier d'entre eux comporte 16 nucléotides situés à l'extrémité aval de p22. On trouve, environ 300 nucléotides en amont, un élément inhibiteur de 80 nucléotides qui bloque la réplication, mais seulement en l'absence d'un élément de 30 nucléotides immédiatement en amont de celui, activateur, de 16 nucléotides. Ceci est lié à la formation d'épingles à cheveux mutuellement exclusives. 
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39. Ces structures secondaires sont souvent impliquées dans des mécanismes divers chez les virus à ARN. Elles peuvent interférer avec la réplication. Des séquences potentiellement génératrices d'épingles ont été insérées dans la région on codante en 3' des séquences subgénomiques RNA-3 et RNA-2 du virus de la mosaïque du brome (BMV) pour analyser la recombinaison entre ARN-2 et ARN-3 du génome). Celle-ci fait intervenir un mécanisme de changement de modèle dans la réplication (copy choice). Les séquences aval (3', appelées séquences R dans le cas des ARN-2 et -3) des trois fragments génomiques sont fortement homologues et permettent des recombinaisons.

On a ainsi pu montrer que cette recombinaison a préférentiellement lieu durant la synthèse des brins (+). RCL Olsthoorn et al.; Journal of Virology 76,n°24 (DEC02) 12654-12662.       
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Les Plantes recombinantes

40. La production de protéines hétérologues par des cellules végétales en culture est considérée comme intéressante pour la seule raison que des pathogènes communs aux plantes et aux mammifères ne sont pas connues (bien que des substances toxiques comme les alcaloïdes puissent l'être). Cette production est souvent handicapée par des protéolyses dans le milieu. Il possible de régler (en partie) le problème en utilisant un bioréacteur comportant une chromatographie d'affinité qui permet de produire et purifier simultanément la protéine intéressante, tout en levant certaines rétroinhibitions. E James et al.; Biochemical Engineering Journal 13 (JAN03) 205-213.
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Les Insectes et leur Maîtrise

41. Une revue sur l'évolution des aspects endocriniens de la métamorphose est parue avec JW Truman et al.; Annual Review of Entomology 47 (2002) 467-500. Elle insiste sur le rôle prédominant de l'hormone juvénile (JH) dans l'apparition de la métamorphose complète des insectes dits supérieurs, ou Holométaboles. La JH agit sur les larves des insectes les plus primitifs et y supprime la morphogenèse. La différenciation des stades pronymphaux des larves des insectes Hémimétaboles est bloquée, donnant des larves fonctionnelles jusqu'à ce que cette hormone disparaisse lors du dernier stade larvaire. Chez les Holométaboles certains tissus échappent à cette répression et donnent les disques imaginaux.
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42. Les Lycénidés représentent un tiers des papillons connus. Leurs chenilles vivent, pour la plupart, en association avec des fourmis. Les chenilles et les chrysalides de ces papillons utilisent des signaux complexes pour que les fourmis s'en occupent. Une revue de chercheurs de Harvard et de Cornell traitent de ces communications particulières. NE Pierce et al.; Annual Review of Entomology 47 (2002) 733-771.
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43. La caractérisation électrophysiologique des cellules olfactives des antennes et des palpes de la mouche domestique a été réalisée par des chercheurs hollandais. FJ Kelling et al.; Journal of Insect Physiology 48 (NOV02) 997-1008. On ne constate normalement pas d' agrégation des cellules sensibles à une substance données. La plupart des odeurs ne donnent une réponse que dans des groupes isolés de cellules et seul le 1-octène-3-ol donne une réponse dans la plupart des groupes de cellules. Des substances comme l'acide acétique, le scatole, l'indole et le (Z)-9-tricosène (hydrocarbure des femelles appelé muscalure de par son attractivité pour la mouche) qui attirent manifestement les mouches, ne donnent, curieusement qu'une faible réponse. Les profils des cellules réceptrices des palpes donnent des profils distincts de ceux des cellules des antennes. Elles répondent surtout au 3-méthylphénol et à la 2-pentanone. les groupes de cellules sensibles à ces deux substances sont, elles, nettement distincts des autres cellules olfactives.
On connaît, chez la Drosophile, au moins 60 gènes de récepteurs olfactifs. Ils y sont exprimés dans des groupes de cellules distinctes possédant, chacun, son spectre de réception. La situation est donc différente chez la mouche domestique, ce qui complique les extrapolations en vue du montage de pièges.
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44. Les criquets migrateurs Schistocerca gregaria initient leur phase de migration avec un cycle de reproduction efficace lié à un rassemblement. La densité augmentant, elle permet des échanges chimiques qui vont modifier la physiologie, notamment hormonale, et finalement le comportement,. Les mâles, dans ces conditions, libèrent du phénylacétonitrile lorsqu'ils deviennent sexuellement mûrs. On a pensé que cette substance jouait un rôle dans la phase d'agrégation, mais c'est aussi un répulsif. En effet, il permet aux mâles de se camoufler chimiquement au cours de l'accouplement, et d'éviter les agressions homosexuelles. C'est, en réalité, une phéromone inhibant la "drague" des autres mâles en populations denses. En effet, après l'accouplement, le mâle reste aggripé à la femelle jusqu'à ce que celle-ci déposent ses oeufs, ce qui suit immédiatement la copulation. Si on détache (cruellement) les deux partenaires, la femelle s'accouple immédiatement avec un autre partenaire. K Seidelmann et al.; Journal of Insect Physiology 48 (NOV02) 991–996.
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45. L'anémone de mer Bunodosoma granulifera produit deux toxines actives sur les canaux sodium, BgII et BgIII. Des chercheurs de Leuven et de La Habana (l'anémone est commune sur les plages cubaines). Ce sont de très puissantes toxines, surtout BgII, avec une toxicité différentielle pour les canaux sodium des insectes. Ceci conduit à les envisager comme patrons de nouvelles molécules insecticides. F Bosmans et al.; FEBS Letters 532 (04DEC02) 131-134.

Ces canaux activés par la différence de potentiel transmembranaire (Voltage-gated sodium channels) sont constitués par un pore constitué par la sous-unité K de 260 kDa et entre une à trois sous-unités annexes d'une vingtaine de kDa. L2 est liée par un pont disulfure à la sous unité K. Les deux autres L1 et L3 sont associées, mais pas liées de façon covalente. la sous-unité K suffit à reconstituer un canal à sodium "voltage gated" dans un système hétérologue. Les sous-unités L modulent le niveau d'expression, les propriétés fonctionnelles et l'interaction avec le cytosquelette. Les toxines empêchent le déploiement d'un des domaines la sous-unité K, lors du transfert du sodium. 
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Les Productions animales

Les génomes

46. La disponibilité de la séquence génomique complète préliminaire de la souris C57BL/6J en temps prévu est incontestablement un acquis très important, compte tenu de tout ce que l'on a fait et l'on peut encore faire avec cet animal modèle. Mouse Genome Sequencing Consortium Nature 420 (05DEC02) 520-562. Consulter également le commentaire de MS Boguski; p.515-516.

Les extrapolations au génome humain sont celles que l'on a le plus avancé pour des raisons évidentes, mais il n'y a aucune raison de ne pas le faire pour les autres animaux utiles, avec les précautions d'usages, naturellement. Les inquiétudes sur le caractère général des déductions sur les espèces modèles comme l'homme, la souris, la drosophile, etc… seront forcément levées quand on aura le produit des déterminations de séquences d'autres mammifères, ce qui est également en cours (voir www.genome.gov/page.cfm? pageID=10002154). Les promoteurs de l'établissement de la séquence du génome humain en étaient particulièrement conscients, du fait des possibilités d'annotation ou d'analyse fonctionnelle permise expérimentalement chez la souris et du caractère public de sa séquence. On devrait voir la génomique comparée fleurir au fur et à mesure que les séquences s'accumulent. Comme l'homme, la souris possède aux environs de 30 000 gènes, beaucoup moins que ce que l'on estimait il y a fort peu d'années. On constate que 99% des gènes sont homologues (orthologues) de gènes humains, et 96% conservent les synténies décelées chez l'homme (ce qui n'est pas nouveau). Tout le bénéfice des knock-out systématiques en cours chez la souris pourra, ainsi, être rapidement utilisé. L'alignement des orthologues entre les deux espèces pour 13 000 d'entre eux permet d'affirmer que les séquences protéiques ont, en moyenne, 49% d'identité. Pour les autres la divergence liée à des expansions ou pertes de gènes (où on devrait trouver la différence entre souris et hommes) n'a pas permis cet alignement. On a, ainsi, décelé une expansion de quatre sous- famille des cytochromes P450 chez la souris. La diversité dans ce domaine est probablement le résultat d'une exposition aux xénobiotiques du milieu, et une sélection sur ce plan. 

On peut se demander si tous les efforts en physiologie et pharmacologie qui ont été réalisés sur le rat, à cause de sa robustesse et de sa plus grande taille pourront être aussi facilement exploités. En fait une ébauche de carte génomique est en cours de réalisation chez cet animal (http://www.hgsc.bcm.tmc.edu/projects/rat).
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47. L'établissement de l'ébauche de la séquence du génome de Ciona intestinalis n'est pas un autre exercice de "me too". Cet organisme marin est une ascidie, c'est à dire un organisme probablement très proche dans son organisation (surtout sa larve) des premiers vertébrés, et qui fait partie des Cordés comme nous. P Dehal et al. Science 298 (13DEC02) 2157-2167. Au stade actuel on ne peut encore placer les données sur les 14 chromosomes de l'animal. On peut estimer à 160 Mb et 16 000 gènes le contenu total (Caenorhabditis = 19,000, Drosophiles = 14,000, Vertébrés = 30,000). 

Tout indique que l'ascidie possède effectivement un génome simple de Vertébré. Elle a cependant, eu le temps de se constituer quelques gènes complémentaires de puis la divergence des vrais Vertébrés. On a, ainsi, retrouvé le gène de la cellulose synthase qui lui permet de construire sa loge en cellulose (celle qu'on fend chez les "Bijus" méditerranéens pour les déguster). 
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La transformation des cellules animales 

48. Le numéro d'octobre de Current Opinion in Biotechnology est consacré, en grande partie aux progrès dans le domaine des transferts de gènes chez les eucaryotes animaux. . 

Les travaux récents ont montré que les vecteurs rétroviraux sont relativement sans danger pour des applications ex-vivo, mais leur efficacité de transfert reste faible. Les vecteurs adénoviraux actuels sont encore handicapés par leur faible taux de transformation et les problèmes de toxicité dose-dépendants. Mais tout ceci est valable pour la thérapie génique. Il ne faudrait pas oublier que des protocoles semblables devraient pouvoir être utilisés chez les animaux en visant, cette fois la transmission germinale, la seule éventuellement rentable. . 

On a donc cherché à mettre au point d'autres vecteurs. RO Snyder et al.; p.418–423" décrivent les améliorations de systèmes à base d'AAV (Adéno-Associated Virus). Ces parvovirus ont, pour eux, leur quasi-absence de pathogénicité. Leur taux d'intégration est relativement variable, mais ne semble pas inquiéter. Leur limite actuelle réside dans leur production. Il faut, en effet, éviter que l'adénovirus nécessaire, et les AAVs capables de se répliquer ne viennent pas contaminer les lots. Les auteurs décrivent les plasmides AAVs et les plasmides auxiliaires fournissant les gènes rep et cap et les gènes d'adénovirus indispensables.

Le virus de l'herpès tente d'autres équipes. Mais ces virus sont nettement pathogènes et les précautions d'utilisation doivent être renforcées d'autant. On le fait parce qu'ils ont une capacité d'emport appréciable. EA Burton et al.; p.424–428 discutent des étapes dans l'élimination de la toxicité liée à la réplication. Cela revient à analyser avec soin les déterminants de la pathogénicité. 

La revue de AC Logan et al.; p.429–436 poussent la prise de risque un peu plus loin avec l'utilisation du virus du SIDA comme vecteur. Les lentivirus, en général, permettent d'utiliser le capital de connaissances accumulé dans le cas des onco-rétrovirus murins, mais sont actifs dans le cas de cellules ne se divisant pas et permettent de transformer des cellules quiescentes (comme certains cellules souches). Les auteurs montrent comment on peu tourner deux obstacles, la sécurité des vecteurs et une production acceptable. La sécurité est améliorée en utilisant des répétitions terminales auto-inactivantes, délétant des régions régulatrices importantes du virus. Pour la production il faut fournir les fonctions des gènes gag et pol, comme dans le cas des autres rétrovirus. Il faut également modifier l'enveloppe du virus car le HIV est spécialisé dans les cellules T CD4+, ce qui est un peu limité. Une technique ancienne de pseudotypage avec l'enveloppe du virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) peut pallier cette difficulté. Il faut cependant limiter la toxicité de la protéine G du VSV. Cela complique la production car on utilise une expression transitoire pour emballer le virus. L'enveloppe des alfavirus est moins toxique. DA Sanders; p.437–442 discutent, justement, de l'utilisation de diverses enveloppes pour emballer des vecteurs et élargir le spectre des cellules transformables. 


L'électroporation est souvent utilisée et P Bigey et al.; p.443–447 discutent de cette technique qui ne peut encore entrer en compétition avec les vecteurs viraux pour l'efficacité. Ces techniques non virales sont cependant moins vulnérables sur le plan de la sécurité et de la production. C'est une méthode de choix pour transformer les muscles squelettiques, par exemple. 

SY Corbel et al.; p.448–452 discute des améliorations du système de régulation d'expression génique par la tétracycline (voir le §)). R Polock et al.; p.459–467, analyse les techniques de régulations faisant appel à des substances entraînant la dimérisation de protéines, les rendant ainsi fonctionnelles (voir le § ). 

 Les antisens sont soumis, in vivo, au même sort que les autres polynucléotides et sont plus ou moins rapidement dégradés. P Sazani et al.; p.468–472 décrivent comment l'utilisation d'oligonucléotides synthétiques et modifiés peut ralentir cette dégradation.  Voir le § .
BT Kren et al.; p.473–481 discutent de l'utilisation de la chiméraplastie, opération qui consiste à corriger des mutations ponctuelles avec en utilisant des hybrides ARN–ADN ou de courts oligonucléotides simple-brin qui sont repris par les systèmes cellulaires de réparation de l'ADN. Cette technique a été utilisée in vitro dans des lignées cellulaires ou des explants tissulaires et, in-vivo dans des modèles de maladies humaines. La conversion génique correspondante dépend du transfert vers le noyau de la construction, et elle est très variable en fréquence. 
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L'expression des gènes

49. Le récepteur nucléaire des androgènes (AR) est, comme les récepteurs des glucocorticoïdes, de la progestérone et des minéralocorticoïdes, un facteur de transcription activé par la fixation de son ligand. 

Les récepteurs des stéroïdes présentent des homologies importantes dans leurs domaines reconnaissant l'ADN et les ligands. Ils présentent, cependant, une grande variabilité dans leur domaine N-terminal qui doit intervenir dans la régulation de leur réponse. On vient effectivement de montrer que la protéine RanBPM (Ran-Binding Protein in the Microtubule-organizing center) qui se lie dans un essai en double hybride chez la levure avec AR entraîne une activation de la réponse. C'est également le cas pour le récepteur des glucocorticoïdes. La fixation de la protéine augmente l'activité du récepteur dans les deux cas. MA Rao et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (13DEC02) 48020-48027.
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50. Le gène H19 est le gène soumis à empreinte parentale le plus exprimé durant la vie fœtale. Il est lié au gène de l'IGF2 (Insulin like Growth Factor) mais H19 est exprimé à partir de l'allèle maternel alors que igf2 l'est à partir de l'allèle paternel. Des chercheurs néo-zélandais ont cloné le gène du mouton. RSF Lee et al.; Gene 301 (13NOV02) 67–77.
Le gène comporte cinq exons séparés par des introns exceptionnellement courts. La séquence a donc une structure assez proche de celle de l'homme. Le produit de la transcription devrait, par contre, coder des protéines entièrement différentes chez la souris, l'homme ou les bovins, ce qui n'est pas trop étonnant dans la mesure où c'est l'ARN qui est actif. Cet ARN est omniprésent dans la plupart des tissus mésodermiques et endodermiques fœtaux. On le trouve pas dans les tissus d'origine ectodermique. L'expression dans les tissus extra-embryonnaires n'est détectée qu'après l'implantation. On constate, cependant, une expression des deux gènes H19 et igf2 peut être détectée à des niveaux appréciables dans divers organes de l'adulte. Il doit donc y avoir des éléments régulateurs communs.
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Le développement 

51. Plusieurs ARNs sont localisés dans le pôle végétal au cours de l'ovogenèse. Chez Xenopus, ils empruntent l'une ou l'autre de trois voies connues, avec une certaine redondance. On a des indications que cette utilisation possible de plusieurs voies fait intervenir un élément de ciblage commun. 

De courtes répétitions sont en cause dans le messager de Vg1. L'analyse avec un logiciel de repérage de telles répétitions (REPFIND) a permis des motifs à répétitions CAC dans tous les messagers à localisation dans le cortex végétatif des ovocytes de Xenopus. On les retrouve des ascidies aux Vertébrés en général. J Betley et al.; Current Biology 12,n°20 (15OCT02) 1756-1761. On aura une vue du même problème dans le cas des végétaux avec TW Okita et al.; Current Opinion in Plant Biology 5 (DEC02) 553-559, voir le §.
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52. L'établissement de l'axe antéropostérieur des Vertébrés se fait progressivement pendant le déplacement vers l'arrière du centre organisateur (le nœud de Hensen). Ceci est suivi du développement du mésoderme avec celui de la tête en avant et les somites vers l'arrière. Tout ceci se régionalise grâce à l'expression des différents gènes Hox. 

Une revue fait le point sur les mécanismes moléculaires impliqués dans la segmentation des somites et des liens entre cette métamérisation et de leur régionalisation. J Dubrulle et al.; Current Opinion in Genetics & Development. 12 (OCT02) 519-523.
L'expression cyclique de gènes de la voie Notch accompagne la segmentation du mésoderme, introduisant un élément temporel, un oscillateur intervenant lors de la formation de chaque somite. 

Les gènes "cycliques" constituent trois catégories. Ce sont d'abord la glycosyl-transférase, Lunatic fringe (voir le Bulletin de décembre 2002 §65) qui module l'affinité de Notch pour ses ligands Delta et Serrate. La seconde comprend DeltaC du poisson zèbre, l'un des ligands de Notch. La troisième regroupe les cibles de la voie Notch avec la famille Hairy/Enhancer of split (Hes) de facteurs de transcription, comme chairy1, chairy2, cHey2 chez le poulet, Hes1 et mHey2 chez la souris, her1 chez le poisson zèbre. Les oscillateurs connus font tous intervenir un répresseur qui s'accumule au cours du cycle et réprime sa propre production. Dans ce cas les gènes Hes doivent être en cause. Mais Hes1 de la souris peut être inactivé sans dommage pour la segmentation. C'est le gène murin nouvellement découvert Hes7 qui est impliqué, comme her1 et her7 (proches de Hes7) du poisson zèbre. Hes7 est un répresseur de sa propre transcription et c'est une cible de la voie Notch. On a donc là le cœur de l'oscillateur. Ces gènes cycliques s'expriment dès les précurseurs antérieurs du mésoderme paraxial. Ces cellules subissent une maturation dès leur sortie de la ligne primitive, et sont ensuite insérées périodiquement dans leur somite. Mais il faut préciser ce qui engendre la limite d'un somite. Des publications récentes indiquent que c'est FGF8.

Tous les somites possèdent les mêmes éléments, et des études classiques montrent que les gènes Hox, à un niveau antéropostérieur donné, sont déjà enclenchés au stade du mésoderme présomitique et peut être avant. Des études récentes indiquent que l'expression des gènes Hox est couplée avec l'horloge de la segmentation somitique.
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53. On trouvera dans M Peifer; Nature 420 (21NOV02) 274-276, une intéressante analyse de la construction du colon, un exemple d'organogenèse. Elle est basée sur deux articles d'une même équipe : M van de Wetering et al. Cell 111 (18OCT02) 241-250 et E Batlle et al.; p.251-263. L'auteur fait remarquer avec justesse que ces merveilleuses machines que sont les organes, non seulement fonctionnent parfaitement, mais le font pendant des dizaines d'années en palliant défauts et agressions, ce qui suppose un renouvellement continuel et ajusté de leurs constituants. Il doit réguler le développement de différentes espèces cellulaires, les positionner de façon adéquate et assurer leurs fonctionnements assortis.

L'intestin est pourtant un interface entre un milieu en constante évolution, mais de toute façon agressif, qui protège le corps des agressions éventuelles tout en absorbant de façon sélective les aliments. Dans ces conditions les cellules de l'intestin ne vivent que de trois à cinq jours. Il faut donc continuellement renouveler l'architecture. 

Les cryptes intestinales (fond des replis de l'épithélium intestinal) contiennent les cellules souches qui vont participer au renouvellement. Elles se multiplient puis migrent vers le sommet libre des replis de l'épithélium en se différenciant. Seules les cellules immunitaires de Paneth migrent vers la base de la crypte. 

 Les facteurs Wnt interviennent dans différentes organogenèses. L'intestin ne fait pas exception. Ce facteur est sécrété par les cellules du mésenchyme sous-jacent. La neutralisation du complexe permet le passage de la -caténine dans le noyau, ce qui convertit les protéines TCF/LEF de répresseurs de la transcription en activateurs. Wnt active (en inactivant un complexe qui envoie la -caténine vers la destruction) pas moins de 120 gènes alors qu'il en réprime 115, plus particulièrement au sommet des cryptes. Wnt maintient le potentiel prolifératif des cellules souches de la crypte en stimulant le gène du facteur de transcription Myc qui réprime la protéine p21 qui bloque le cycle cellulaire. Hors de la crypte le signal Wnt n'est plus perçu et le cycle cellulaire est bloqué par p21, permettant la différenciation. La délimitation entre les cellules en prolifération et celles en différenciation est assurée par une interaction répulsive entre l'éphrine-B1 et ses récepteurs EphB2 et EphB3. Ces deux récepteurs sont produits sous l'action de Wnt. L'éphrine-B1 est surtout exprimée dans les villi et au sommet des cryptes, tandis que leurs récepteurs le sont dans la crypte. Les éphrines restent associées à la membrane des cellules productrices. Leur interaction avec leurs récepteurs est donc un échange intercellulaire de proximité. La production d'éphrine B1 est des EphB dans des cellules voisines crée donc une limite entre deux domaines, la crypte et le reste des villosités. 
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La Physiologie

54. L'oscillateur principal impliqué dans le rythme circadien au niveau du noyau supra-chiasmatique de l'hypothalamus est entraîné par la lumière qui recale le rythme. Ce sont des récepteurs rétiniens qui interviennent. La mélanopsine (Opn4), un photo-pigment basé sur l'opsine, est l'agent du recalage lumineux. La mélanopsine n'est pas indispensable à la réception du signal lumineux par l'appareil circadien, mais elle contribue de façon significative à l'ampleur de la réponse photique. NF Ruby et al.; 2211-2213 et S Panda et al.; Science 298 (13DEC02) 2213-2216 .On s'en doutait mais ce sont des souris knock-out qui l'ont prouvé.

L'horloge circadienne est aussi modulable par les interactions entre individus chez plusieurs espèces. On a analysé ce dernier aspect chez la drosophile. Ces interactions ont une influence certaines sur le rythme nycthéméral et les signaux échangés sont des signaux vraisemblablement olfactifs. JD Levine et al.; Science 298 (06DEC02) 2010-2012. 
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55. La revue de SB Wiseman et al.; Biotechnology Advances 20 (DEC02) 379-389, analyse les applications des réseaux d'expression en physiologie comparée. 

On utilise classiquement ces réseaux pour identifier les gènes dont l'expression est modifiée lorsqu'un facteur du milieu est également modifié. Mais on l'a fait dans le cas des espèces modèles pour une raison évidente, la disposition d'une grande partie de la séquence génomique de l'espèce. L'intéressant est de renouveler l'expérience dans toutes les espèces intéressantes sans avoir à en séquencer complètement le génome, juste en jouant sur les synténies et homologies avec une espèce modèle, en attendant ce séquençage, éventuellement en bâtissant une banque de séquences intéressantes de l'espèce "exotique".

Bien entendu les réseaux protéiques sont encore plus intéressants, mais il faut que leur utilisation soit banalisée. On ne dispose, pour l'instant, que de quelques systèmes d'analyse d'espèces modèles. Ils permettent d'accéder aux régulations post-transcriptionnelles. 

Pour chaque situation physiologique il existe une espèce dont l'étude est la plus appropriée. C'est ainsi que la résistance aux basses températures a pu être abordée chez les plantes, les insectes ou les batraciens, l'adaptation à des salinités diverses chez les poissons. Les modèles n'avaient pas été choisis pour leurs habitudes exotiques et ne présentent donc pas de caractère extrême utile pour isoler un processus donné. On doit donc s'attacher à des organismes qui sont spéciaux de ce point de vue, avant de revenir aux modèles animaux plus classiques (c'est ce qui avait été fait, de façon classique, par le groupe de Georges pour le développement musculaire avec les races blanc-bleues belges et piémontaise pour le rôle de la stomatostatine, mais il ne s'agissait que d'études sur un seul gène). Les études génétiques et physiologiques classiques donnaient des indications sur un intervenant dans un processus donné, mais pas sur tous les gènes impliqués d'un seul coup. La démonstration de l'implication de plusieurs gènes est énormément plus coûteuse en temps. De plus ces études ne donnent que rarement une idée des interactions entre voies, qui ne se dégage que lentement du fait de la remarque précédente. 

La modification de l'expression d'un gène dans une condition donnée est une indication mais n'est pas une preuve en elle-même et ne place nullement le gène dans une cascade donné. Il faut y ajouter une analyse temporelle et tissulaire de l'expression, plus, évidemment, une vérification physiologique. Mais les réseaux permettent de multiplier ce genre d'analyses. La revue illustre l'utilisation des réseaux ADNs et protéiques et citent une base de données intéressante (http://ihome.cuhk.edu.hk/%7Eb400559/) sur ce point.

Les auteurs de la revue citent la démarche suivie dans le cas de l'étude de l'effet de l'hypoxie sur un poisson fouisseur de Californie, Gillichthys mirabilis. Dans ce cas on ne dispose évidemment pas de séquences génomiques en nombre suffisant, mais elles ont pu être progressivement établies en se concentrant sur les gènes potentiellement impliqués (on introduit cependant, là, un préjugé qui peut faire rater des situations baroques mais intéressantes). On a dans ce cas, étudié l'évolution de l'expression sur 6 jours, caractérisé les gènes pour lesquels l'expression est modifiée d'au moins 2,5 fois et on les a séquencé. Les cDNAs complets sont particulièrement intéressants dans ces cas. On a ainsi caractérisé 125 cDNAs dont 75 ont pu être identifiés par homologie. L'examen d'une espèce voisine possédant les mêmes caractéristiques physiologiques, Gillichthys seta, a révélé le même groupe de gènes, ce qui introduit déjà un élément de vérification. Tout ceci démontre comment on peut essayer de travailler dans une espèce non-modèle. L'étude des espèces modèles, elles-mêmes, a été enrichie par l'utilisation des réseaux. Les auteurs de la revue cite le cas de la révélation de nouveaux gènes impliqués dans l'horloge circadienne chez Drosophila melanogaster ou la résistance au froid et à la sécheresse chez Arabidopsis avec la mise en évidence du rôle central du facteur de transcription DREB1A et de ses gènes cibles. Un des aboutissements de ce type d'études est la création de réseaux spécifiques ne comportant qu'un jeu très précis de gènes qui ont un caractère prédictif d'une réponse donnée. Pour l'instant il faut disposer de logiciels adaptés à chaque cas pour réellement essayer de corréler une expression génique à une fonction physiologique donnée. C'est encore une limitation.
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56. La prolifération accélérée de mitochondries est une adaptation à une carence énergétique chronique. On vient de montrer que cette prolifération dans les muscles squelettiques est liée à l'activité de la protéine kinase AMPK (AMP-activated protein kinase). C'est un capteur évolutivement ancien des carences en énergie, car elle capte le déchargement des stocks d'ATP. 

Des chercheurs de Yale et de Bristol-Myers Squibb ont utilisé des souris avec une mutation dominante musculaire de l'AMPK. Ils ont abaissé la teneur en ATP en les traitant avec de l'acide -guanidinopropionique (GPA), un analogue de la créatine. L'inactivation de l'AMPK empêche l'expression du co-activateur 1 PPAR (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ) et de la protéine kinase IV calcium/calmoduline-dépendante. H Zong et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 15983-15987.
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Le système immunitaire

57. Les anticorps monoclonaux sont maintenant des classiques et plusieurs d'entre eux sont commercialisés pour des usages thérapeutiques (le premier en 1986), mais des améliorations sont encore nécessaires. Ils sont, en effet, très coûteux à produire. Le numéro de décembre de Current Opinion in Biotechnology leur est consacré. On estime à entre €200 millions à €1 milliard le coût d'une usine de production. De plus elle doit être planifiée 4 à 6 ans avant la mise sur le marché, c'est à dire bien avant la fin des essais cliniques avec leurs aléas. Cela en fait reculer plus d'une avec, en définitive, une pénurie de capacités de productions. 

Les revues de ce numéro font le tour des découvertes permettant d'optimiser la découverte et l'optimisation de la production. 

Orthoclone® est le premier anticorps (mAb) thérapeutique commercialisé produit à partir de cellules murines. Il a permis de prouver la valeur thérapeutique de cette technique, mais il est condamné par son origine murine. On, dans les années 90s, monté des chimères moléculaires souris-homme pour tourner, au moins en partie, cet obstacle. SA Kellermann et al. p.593-597 discute l'histoire des souris transgéniques (avec des gènes d'immunoglobulines humaines) utilisées dans ce but ainsi que l'évolution de la technique. La production est actuellement en développement et on devrait rapidement connaître le statut immunogène de ces anticorps. 

T Kretzschmar et al.; p.598-602 se consacrent à la présentation sur phages d'immunoglobulines pour identifier leur spécificité. La technique est différente de la première car, sur souris, on utilise le système immunitaire de la souris, alors que dans le seconde on peut travailler sur des fragments arbitraires au sein d'une bibliothèque de 1010–1011 créée à partir d'un répertoire humain ou de cassettes synthétiques à partir des six boucles CDRs (Complementarity-Determining Regions, régions hypervariables de la partie variable des chaînes lourdes et légères C'est ce dernier cas qui est discuté. L'avantage de cette technique est que quand on a eu une "touche", on peut raffiner la structure pour améliorer les caractéristiques en jouant des six CDRs présentes où on sait que se joue la spécificité (maturation d'affinité). En augmentant l'affinité on diminue, théoriquement, la quantité minimale de mAb pour un effet thérapeutique. .

 La forme moléculaire de présentation des anticorps monoclonaux a une énorme influence sur leur effet. SK Batra et al.; p.603-608 analysent la pharmacocinétique et la biodistribution des mAbs et de leurs fragments. La modification de l'architecture des anticorps n'est pas anodine car elle modifie leur comportement dans l'organisme au-delà des problèmes de spécificité. C'est encore plus vrai pour les usages thérapeutiques où on vise un tissu particulier (radioimmunothérapie par exemple). On peut cependant particulariser chaque mAb selon l'usage qu'on veut en faire. 

Trois revues portent sur les utilisations thérapeutiques; M Trikha et al.; p. 609-614 en oncologie, E Andreakos et al.; p.615-620 dans des traitements anti-inflammatoires et C.Haslin et al.; p.621-624 sur l'utilisation d'un mAb contre un épitope unique des cellules infectées par le virus du SIDA. 

Deux revues portent sur des productions des mAbs à coûts potentiellement réduits . JM Houdebine; p.625-629, de l'INRA à Jouy, traite de la production des mAbs non plus dans des cellules animales en culture, mais dans des animaux recombinants de taille suffisamment respectable pour que la production soit facilitée à un moindre (?) coût, en particulier dans le lait de vache ou de chèvre. On retrouve la remarque fréquente que la glycosylation sera meilleure que dans les plantes. Les chercheurs de Prodigene EH Hood et al.; 630-635 défendent, naturellement, leur production dans des plantes (tabacs et maïs), sur laquelle je reviendrai, si Dieu le veut, le mois prochain. Pour couper court aux objections sur la glycosylation, ils envisagent l'adjonction de gènes d'enzymes permettant un mimétisme glycosylé. L'avantage incontestable est que les énormes investissements en installations de production sont ici, ramenés à ceux d'un semencier moyen. Mais la purification restera probablement aussi coûteuse.

Voir également le commentaire éditorial de TJ Torphy de Centocor; p.589-591.
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58. La production des anticorps spécifiques d'un antigène donné peut durer une vie entière. Elle est donc entretenue (mémoire immunitaire qui est encore l'objet de controverses). Cette notion est fondamentale pour la théorie de la vaccination. On vient de montrer que les lymphocytes B humains prolifèrent et se différencient en plasmocytes spécifiques d'un antigène donné, en réponse à des stimulations diverses (polyclonales), et pas seulement antigène-spécifiques issues de cellules T voisines ou d'ADNs à îlots CpG (stimulateurs typiques de l'immunité innée). On aurait donc une stimulation non spécifique des "cellules mémoires" qui entretient ce stock. NL Bernasconi et al.; Science 298 (13DEC02) 2199-1202.
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59. L'éducation des lymphocytes T naïfs dans le thymus est toute une affaire, car les erreurs dans cette éducation sont fatales. Un article de MS Anderson et al. Science 298 (15NOV02) 1395–1401 commenté par WR Heath et al.; Nature 420 (12DEC02) 468-469, identifie un des instructeurs ayant cette charge d'éviter les dommages collatéraux, comme on dit si bien à propos de guerres récentes. Les cellules T sont essayées avec autant d'antigènes "soi" que possible (voir, par ailleurs, le §précédent). Une réactivité scelle leur sort, elles sont éliminées. 

La découverte est que des gènes spécifiques d'organes, comme l'insuline sont exprimés transitoirement dans le thymus, fournissant une cible d'essai. Ces gènes le sont grâce à l'intervention d'une protéine particulière AIRE. Cette expression (aberrante pour le thymus) est un fait extraordinaire, compte-tenu des dogmes. Un défaut dans cette protéine entraîne des maladies auto-immunes, ce qui souligne son rôle éducatif pour les cellules T.
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60. La protection renforcée par les cellules "mémoires" est liée à leur prolifération rapide, à la sécrétion de cytokines antivirales, et à leur capacité accrue de tuer les cellules infectées que les cellules naïves.

 Des cellules T CD4+ "mémoires" persistent dans les organes non-lymphoïdes, après une infection. Leur origine est encore énigmatique. Elles fournissent, d'une part, une aide aux cellules B et T lors d'une infection virale secondaire, mais peuvent, d'autre part, également participer à l'élimination des cellules infectées par des virus par un mécanisme ne faisant pas intervenir des anticorps, mais l'interféron . On vient de montrer qu'elles doivent être complètement différenciées pour atteindre le poumon et y jouer un rôle de cellules mémoires. De plus ce sont des populations différentes qui sont présente dans les voies respiratoires et le parenchyme pulmonaire. LS Cauley et al.; The Journal of Immunology 169 (15DEC02) 6655–6658.
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61. Quand et comment se forment les cellules "mémoires" lors d'une réponse immunitaire est toujours discuté, car trop de choses se passent simultanément lors d'une agression de pathogènes. Un second article de SM Kaech et al.; Cell 111 (13DEC02) 837-851, traite des cellules T CD8+ cette fois mais avec une conclusion inattendue. L'expression de gènes déclenchée par une infection virale continue à évoluer bien après que le virus ait disparu, comme si l'évolution de ces cellules est en train de continuer (alors que 95% des cellules activées sont destinées à une mort dans les quelques semaines suivant l'élimination du virus). Les cellules "mémoires" sont présentes au pic de la réaction immunitaire, mais elles ne présentent pas encore les traits caractéristiques de ces cellules tels qu'on les définit. Elles doivent se différencier progressivement. Voir également le commentaire de MJ Bevan; Nature 420 (19-26DEC02) 748.
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62. Les IgMs sériques sécrétées par les lymphocytes B1 constituent une première ligne de défense contre les infections et stimulent la réponse immunitaire primaire. Elles interviennent donc de plusieurs façons dans le système immunitaire. L'absence congénitale des IgMs sériques entraîne une expansion des cellules B de la zone marginale de la rate (celles qui sont au voisinage des sinus sanguins périphériques et donc les premières à percevoir les antigènes circulants) avec une réduction concomitante de cellules B folliculaires (celles présentes dans les follicules des organes lymphoïdes secondaires). Tout se passe comme si les IgM, du fait de leur polyréactivité, stimulent la transmission du signal par les récepteurs des cellules B et la formation des cellules B folliculaires. Les IgMs polyréactives interviennent donc dans la stimulation différentielle des subdivisions de cellules B. N Baker et al.; The Journal of Immunology 169 (15DEC02) 6686–6690.

Seule une minorité des nouvelles cellules B est sélectionnée positivement par un antigène pour une maturation. Les cellules B immatures, une fois arrivées dans la rate, donnent soit des cellules folliculaires, soit des cellules de la zone marginale. La décision entre ces deux destinées dépend de plusieurs facteurs comme la force du signal antigénique perçu par le récepteur particulier de la cellule, ainsi que divers signaux de rétention et de migration.
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63. Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d'antigènes spécialisées qui activent la réponse des cellules T CD4+ . Elles sont hétérogènes par leur origine, leurs formes et leurs fonctions On en connaît deux sous-populations basées sur l'expression de CD11c, qui correspondent à une origine myéloïde (M-DCs) et plasmacytoïde (P-DCs). Comme d'habitude, les immunologistes cherchent à vous égarer dans ce dédale en donnant différentes dénominations à ces catégories. Conservons les dénominations ci-dessus. Les M-DCs ont une allure de monocytes et expriment les marqueurs myéloïdes CD13 et CD33, la 2 intégrine CD11c, etc… et produisent de grandes quantités d'IL-12 (interleukine pro-inflammatoire). Inversement, les P-DCs ressemblent aux plasmocytes, expriment fortement CD4, CD62L (CD62 ligand) et CD123 et produisent beaucoup d'interféron-. 

Les P-DCs ne migrent pas en réponse aux chimiokines inflammatoires contrairement aux M-DCs, alors que toutes deux sont orientées vers les ganglions lymphatiques après activation du récepteur CD40. On vient de montrer une production sélective de chimiokines homéostatiques comme CCL17 et CCL22 (dont on ne connaissait guère les fonctions) par les M-DCs sanguines. G Penna et al.; The Journal of Immunology 169 (15DEC02) 6673–6676. Les P-DCs produisent, de préférence, des chimiokines proinflammatoires comme CCL3, ce qui indique des mécanismes distincts de recrutement de sous-populations de cellules dendritiques aux sites d'inflammation. Les M-DCs recrutent donc, de préférence et grâce aux ligands de CCR4; des cellules T régulatrices ou de phénotype Th2; tandis que les P-DCs recrutent préférentiellement, et grâce à la sécrétion des ligands CCR1/CCR5, les cellules T effectrices et les Th1.
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64. Les récepteurs Toll-like (TLRs) sont des capteurs d'infection reconnaissant des motifs généraux sur les pathogènes induisant les réponses immunes innées et adaptatives.

Les TLRs activent les défenses grâce à leur domaine intracellulaire TIR (Toll/Interleukin-1 Receptor) et à la protéine adaptatrice aval MyD88. Mais les cascades déclenchées diffèrent selon les TLRs. TIRAP (Toll/IL-1-Receptor-domain-containing Adaptor Protein, alias Mal pour MyD88-like adaptator protein) est également une protéine adaptatrice en aval de TLR4. Des souris dépourvues de TIRAP répondent normalement aux TLR5, TLR7 et TLR9 activés, ainsi qu'à IL-1 et IL-18, mais ne produisent plus de cytokines et n'activent plus le facteur de transcription NF-kB et les MAP kinases en réponse aux lipopolysaccharides qui sont les ligands de TLR4. Les souris sans TIRAP ont des défauts dans la réponse des TLR2, TLR1 et TLR6. T Horng et al.; Nature 420 (21NOV02) 329-333 et M Yamamoto et al.; p.324-329. TIRAP fonctionne au sein de la même cascade MyD88-dépendante commune aux récepteurs TLR2 et TLR4. Cette dernière équipe montre également qu'un nouvel adaptateur à domaine TIR, TRIF (TIR domain-containing adapter Inducing IFN-Factor active préférentiellement le promoteur du gène de l'interféron-. M Yamomoto et al.; The Journal of Immunology 169 (15DEC02) 6668–6672. Il existe en effet des cascades indépendantes de MyD88 prenant leurs origines dans les récepteurs TLR3 et TLR4, ce qui expliquerait des réponses distinctes (MyD88 dépendantes et indépendantes) à partir de ces récepteurs. Cette cascade aboutit au promoteur NF-kB dépendant de l'interféron. 
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65. Le numéro de Nature 420 (19-26DEC02) contient plusieurs articles traitant de l'inflammation. On trouvera dans C Nathan et al.; Nature 420 (19-26DEC02) 846-852, une revue sur les régulations des phénomènes inflammatoires. Les autres articles sont consacrés à divers types d'inflammation et à la limitation thérapeutique de celle-ci par différents agents pharmacologiques. 
Ces sont des réactions se déroulant lors de certaines agressions. Elles comportent une attraction de différents types cellulaires (leucocytes, lymphocytes, etc…) avec production de chimio- et cytokines. Ce processus est destiné à réparer certains dégâts tissulaires, mais peut facilement dégénérer en une situation persistante avec accumulation de lymphocytes et leucocytes (granulomes), dépôt de collagènes et formation de cicatrices anormales ou fibrose, au mieux. Il ne faut pas considérer que l'état sans inflammation est une situation normale, par défaut. Il résulte d'une action positive de processus éliminant l'inflammation. Quand un agent pathogène ne peut être identifié, on agit, en général, en limitant l'inflammation (peut être pas toujours à bon escient car des déficiences dans les mécanismes de l'inflammation entraîne parfois la mort de leurs porteurs). Cela a longtemps été le cas pour les gastrites chroniques avec ulcères causées par Helicobacter pylori. Mais parfois l'inflammation est plus dangereuse que le microbe. L'article de KJ Tracey; p.853-859 montre, apr aillerus que des neurones cholinergiques contribuent aux phénomènes de l'inflammation par un vrai réflexe. 

L'inflammation est, par ailleurs, un processus que l'on provoque dans les vaccinations, avec les adjuvants.
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Les Pathogènes 

66. Les virus doivent impérativement évoluer et le font très souvent par des mutations fréquentes. Cette fréquence est, elle-même, soumise à sélection. Alors que la fréquence des mutations par nucléotide varie de six ordres de grandeur entre organismes, la variation des mutations génomiques est de l'ordre de moins de 1000. Chez les virus à ARN (qui n'ont pas de vérification de la réplication), la fréquence de mutations est de l'ordre d'une substitution par réplication, chez les rétrovirus d'une par dix réplications et chez la plupart des organismes à ADN (virus et bactéries) il est d'une pour 300 réplications. Un article dans Nature, S Bonhoeffer et al.; Nature 420 (28NOV02) 367-369, commente une publication sur le sujet que je n'ai pu me procurer et qui n'est pas répertorié par Medline (C Camp et al.; Complexity 2002). La théorie des quasi-espèces est vieille d'une trentaine d'années et concerne des séquences étroitement apparentées affectées collectivement par la sélection. Cette notion concernait, au départ, des ARNs autoréplicatifs avec de forts taux d'erreurs. L'article replace cette évolution dans le cadre des "quasi-espèces" en faisant intervenir le facteur immunologique comme un facteur explicite de sélection. Il fixe un seuil de mutation au-delà duquel les fonctions essentielles sont suffisamment affectées pour que l'espèce disparaisse. L'idéal serait un taux nul de mutation, mais ceci face à un environnement constant, ce qui n'est jamais le cas. Dans ce cas, une quasi-espèce est affectée par un deuxième seuil, inférieur, celui-là, au-dessous duquel l'adaptabilité n'est plus suffisamment assurée. 

Les auteurs ont calculé le taux optimal de mutation, en utilisation la longueur du cycle viral et le temps de montée en puissance du système immunitaire contre un nouveau mutant. Ils constatent qu'un virus comme le virus du SIDA se réplique avec le taux optimal de mutation. Ce serait beau si on n'était pas parti de cette donnée pour y retourner, mais je n'ai pas pu vérifier. De plus les taux de mutations indiqués plus haut sont très différents pour différents virus, alors que les durées des cycles de réplication et des réponses immunitaires ne sont pas si éloignées. Enfin un facteur non pris en compte et qui diminue l'impact de la latence de la réponse immunitaire est que certains virus se reproduisent massivement avant la montée de la réponse immunitaire, qui n'est efficace que contre une seconde attaque et pas contre la première. Il faudrait, selon les commentateurs, également prendre en compte les gènes modifiant réplication et réparation, les pertes de liaisons (par recombinaison) de gènes mutés dans des combinaisons favorables ou défavorables, affectant évidemment la fréquence des mutations. 
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67. L'expérience montre que les pathogènes évoluent rapidement et possèdent une réserve de virulence. Une revue sur les conséquences de cette évolution sur la pathogénicité est parue avec PR Slev et al.; Current Opinion in Immunology 14 (OCT02) 609-614.
Ces études ont surtout été pratiquées avec des passages en série sur un nouvel hôte et l'adaptation est parfois très rapide, alors que la perte de la pathogénicité pour l'hôte initial décroît aussi rapidement. L'essai sur le virus de la grippe avec une vingtaine de passages en cycle de trois jours, entraîne un accroissement de la virulence de 4 à 5 ordres de grandeurs. Cela correspond à quatorze substitutions d'acides aminés dans 8 des 10 gènes de la grippe affectant donc toutes sortes de fonctions dont des modulations qu'on ne connaissait pas. On a fait de même pour la neurovirulence du virus de la fièvre jaune. 

La résistance aux antibiotiques est un autre cas intéressant. Si la résistance apparaît rapidement, elle a un coût initial important pour la bactérie. Mais, rapidement aussi, des mutations additionnelles restaurent l'adaptabilité du microbe sans lui faire perdre sa résistance. Cet échappement, par mutation, aux défenses de l'hôte avec récupération de l'adaptabilité et conservation des résistances ainsi acquises, alors que la pression de sélection a disparue a été retrouvé dans le cas des virus de la grippe, de l'herpès et de l'hépatite B.

Mais face à l'évolution rapide des pathogènes, la résistance immunitaire évolue également. Les gènes d'immunoglobulines sont équipés pour des remaniements très complets. 

L'article souligne le paradoxe selon lequel la sélection naturelle devrait éliminer les gènes de sensibilité aux pathogènes. Il n'en est rien.

Les auto-immunités provoquées par des pathogènes qui miment les épitopes des cellules T et stimulent des réactions croisées sont probablement plus fréquentes qu'on ne le pense. ceci est lié au fait que la dégénérescence plus accusée que le dogme le permet de la spécificité des cellules T. 
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68. La protéine cellulaire PrPC qui donne le prion est une protéine qui est ancrée à la membrane par un glycosylphosphatidylinositol (GPI) . Elle est capable de migrer d'une cellule à une autre en présence de phorbol 12-myristate 13-acétate, un activateur de la protéine kinase C. Ce transfert a également lieu pour une autre protéine à ancre GPI, CD90. Ce transfert dépend de l'activation de la cellule. Ceci pourrait être intéressant pour la pathogenèse des prions. T Liu et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (06DEC02) 47671-47678.
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69. Les pestivirus font partie des flaviviridés et comprennent, entre autres, les virus de la peste porcine classique et de la diarrhée virale bovine. Les formes cytopathogènes des pestivirus ont l'habitude de colporter des séquences cellulaires cueillies au passage (ubiquitine, ubiquitin-like proteins, protéines ribosomiques, les microtubule-associated proteins 1A et 1B, etc…). 

On vient de décrire deux nouveaux exemples de cette habitude, dans le cas du virus de la diarrhée bovine. La souche CP X604 du BVDV porte une duplication de la région génomique portant les séquences codantes des protéines virales NS3, NS4A, et une partie de NS4B, avec une insertion d'une séquence codant la protéine A associée au récepteur cellulaire de l'acide -aminobutyrique [GABA(A)-RAP]. Cette séquence permet une maturation additionnelle de la polyprotéine virale et donc l'expression de NS3 qui est le marqueur de la forme cytopathogène. C'est toute cette partie supplémentaire du génome qui est responsable de l'effet cytopathogène via NS3. 

On retrouve chez une autre souche, CP 721, un activateur d'une ATPase associée au Golgi (GATE-16), elle aussi associée à une duplication dans le génome viral. P Becher et al.; Journal of Virology 76,n°24 (DEC02) 13069-13076.

La diarrhée virale bovine a une grande importance économique avec diverses manifestations et surtout avec une transmission verticale qui donne des veaux à infections inapparentes avec immuno-tolérance. On constate, cependant, que la maladie muqueuse, avec des symptômes particulièrement sévères, peut apparaître chez ces porteurs 

L'analyse de souches isolées de cas de maladie muqueuse montre que les formes cytopathogènes résultent vraisemblablement de recombinaisons, dans la nature, entre formes non cytopathogènes.
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Les animaux transgéniques

70. Des chercheurs du Paul Ehrlich Institüt de Langen, associés à Intervet Innovation et Roche Diagnostics, ont étudié la régulation transcriptionnelle des rétrovirus endogènes du porc (PERV) dans des cellules porcines et humaines. G Scheef et al.; Journal of Virology 76,n°24 (DEC02) 12553-12563.
Ces PERV ont utilisé une cinquantaine de sites d'insertions dans le génome du porc. Trois classes de tels virus sont connues et diffèrent par leur protéine d'enveloppe. Ils peuvent produire des virions mais on n'a constaté cette production dans des souris spécialement immunodéficientes ou dans des lignées cellulaires humaines. Une souche de miniporc qui en est dépourvue existe, mais on découvre souvent de nouveaux virus de ce type, ce qui rend les praticiens prudents et inquiète les autorités face aux xénotransplantations envisagées. 

La réplication de ces provirus (intégrés) est donc nécessaire à leur prolifération, d'où l'intérêt porté aux régulations endogènes ou sous l'action des substances immunosuppressives comme la cyclosporine ou la prednisolone. 

Les longues répétitions terminales (LTRs) de ces virus contiennent des promoteurs actifs dans plusieurs lignées humaines. C'est une séquence de 39 pb située dans la région U3 (pour Unique en 3' du génome - rien à voir avec les ARNs d’épissage) qui constitue un "enhancer". On observe, dans cette séquence, un site effectivement reconnu par le facteur de transcription NF-Y, avec ses trois sous-unités. 

Des LTRs, dépourvues des répétitions U3 (en 3' du génome), R ou U5 (pour Unique en 5' du génome) ont été montées. On trouve un fort élément inhibiteur dans la région R, sa délétion causant une nette activation promotrice. Cyclosporine ou prednisolone, n'ont pas d'effet sur la transcription des PERV. 
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Les Productions Microbiennes 

71. On trouvera dans S Donadio et al.; Applied Microbiology & Biotechnology 60 (DEC02) 77-80, une analyse des apports potentiels de la première séquence complète publiée d'un Streptomyces, S.coelicolor. Il en existe d'autres, mais elle reste propriété privée.
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72. Le maintien de la stabilité chromosomique chez la levure Saccharomyces cerevisiae est assurée par la kinase cycline-dépendante Cdc28. AA Kitazono et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (13DEC02) 48627-48634. C'est un régulateur connu de la mitose. C'est donc également un surveillant de la mitose (plus exactement du bon fonctionnement du fuseau. Cak1, qui est une kinase connue pour activer Cdc28 par phosphorylation doit se lier à l'extrémité C-terminale de Cdc28 pour jouer un rôle non catalytique, dans ce cas, en stabilisant Cdc28. AA Kitazono et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (13DEC02) 48627-48634.
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73. Les réarrangements des génomes (amplifications et délétions) sont souvent observés chez des S.cerevisiae sous une pression de sélection forte et prolongée. Huit souches ont été isolées après 100 à 500 générations en chemostat glucose-limitant. Six des huit souches étaient aneuploïdes. La plupart des régions aneuploïdes dérivaient de translocations, dont trois étaient situées au voisinage de CIT1, codant la citrate synthase du cycle tricarboxylique. Trois souches possédaient une amplification dans une région codant, en particulier des transporteurs d'hexoses à haute affinité. Tous ces réarrangements sont bordés par des séquences de type transposon. MJ Dunham et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 16144–16149.
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74. Des chercheurs de Miyazaki décrivent un procédé de transformation d'Escherichia coli grâce à des fibres de chrysotile. Voilà un nouveau débouché pour l'amiante de Jussieu. N Yoshida et al.; Applied Microbiology & Biotechnology 60 (DEC02) 461-468.
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75. L'effet de position, souvent invoqué quand quelque chose ne se passe pas comme prévu dans un schéma d'expression, stipule que cela est dû au fait qu'un transgène s'est inséré dans une région où les gènes sont régulièrement réprimés. La parade fréquente est d'isoler le transgène avec des isolateurs. 

Le phénomène est suffisamment général pour qu'on ait estimé que c'est un système conservé évolutivement. Il n'en est rien. Le mécanisme est même différent entre les deux levures Saccharomyces cerevisiae et Kluyveromyces lactis. JO Søstrand et al.; Eukaryotic Cell 1 (AUG02) 548-557). Ce que l'on appelle les "silencers" sont différents chez les deux levures. On invoque la compaction de la chromatine à la suite de déméthylations et désacétylations. Les "silencers" sont de courtes séquences que le groupe suédois compare à des héliports flanquant les séquences à expression réprimée et où atterrissent les protéines impliquées dans le "silencing". C'est le cas de Rap1 chez S.cerevisiae, mais aussi d'autres protéines, SIR (Silent Information Regulator), qui compacteraient encore plus la chromatine. Le groupe a étudié les sites cryptiques du type sexuel chez K.lactis. Ils y ont identifié la protéine Reb1p qui se lie aux "silencers" et amorce la répression de l'expression des gènes intercalés entre elles. Ces protéines n'ont rien à voir avec celle des sites HML et HMR où sont localisées les séquences muettes a et  des types sexuels de S.cerevisiae. 

Les "silencers" fonctionnent d'ailleurs de façons légèrement différentes chez les deux levures alors que les séquences du type sexuel sont, en fait très voisines. Quant aux protéines SIR, elles sont également très semblables et fonctionnent de façon croisée dans les deux levures. Elles seraient, d'ailleurs, impliquées dans des désacétylations. Voir le commentaire de D Holzman; ASM News 68 (OCT02) 484.
( (( (( (( (( (
76. La production d'éthanol par la souche KO11 d'Escherichia coli à partir de xylose a été obtenue (et brevetée) par le groupe de LO Ingram à Gainesville, en introduisant la voie d'utilisation du xylose de Zymomonas mobilis. La citrate synthase, est un enzyme clé dans la répartition du carbone en faveur des synthèses chez E.coli, et c'est elle qui limite la production de biomasse chez la souche KO11. Elle est inhibée allostériquement par de hauts niveaux de NADH, ce qui est typique des fermentations. Le groupe a donc implanté une citrate synthase (citZ) de Bacillus subtilis insensible au NADH. On peut, de plus, jouer sur les pools de substrats, oxaloacétate et acétyl coenzyme A (acetyl-CoA).

Le groupe décrit, à présent comment améliorer cette production en jouant sur la répartition du carbone entre éthanol et biomasse. SA Underwood et al.; Applied and Environmental Microbiology 68 (DEC02) 6263-6272. On trouvera un bon schéma récapitulatif de cette production. Les auteurs supplémentent le milieu avec acétate, pyruvate et acétaldéhyde, ce qui prolonge la phase dite de croissance. Bien que pyruvate et acétaldéhyde soient rapidement métabolisés, leur effet perdure dans la culture. 

Ces deux additifs accroissent la production d'acétate extra-cellulaire qui contribue à l'accumulation d'acétyl-CoA. On peut obtenir le même résultat en inactivant l'acétate kinase (ackA), ce qui économise l'acétyl-CoA au bénéfice de la production de biomasse. L'inactivation de l'alcool-aldéhyde déshydrogénase (adhE), qui se sert de l'acétyl-CoA comme accepteur d'électrons n'apporte rien à la croissance, ce qui confirme que cette enzyme n'a qu'un rôle mineur dans la production d'éthanol. La croissance de la souche KO11 sur xylose semble plus limitée par la répartition des squelettes carbonés vers les biosynthèses plus que par l'ATP. Les modifications dans la production et la consommation d'acétyl-CoA semble une voie prometteuse pour le pilotage du métabolisme. Ce qui expliquerait qu'une réorientation relativement modeste du pyruvate de la fermentation vers les synthèses de biomasse améliore sensiblement la production d'éthanol à partir du xylose. Ceci ne gêne en rien la fermentation, bien au contraire, car la fermentation d'un xylose à 9,1% dans 1% de solubles de distillation de maïs se passe en 72 heures au lieu de 96 heures.
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77. On trouvera dans S Srinivasan et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5925-5932, la description d'une système de production de protéines hétérologues par Ralstonia eutropha (alias Alcaligenes eutrophus). On éviterait ainsi la production assez fréquente d'inclusions dans les systèmes classiques basés sur E.coli, surtout quand on utilise des promoteurs forts.

Le choix de Ralstonia est, en fait, une façon d'utiliser les efforts déployés pour en faire un producteur acceptable de polyhydoxybutyrate (PHB). L'organisme a été complètement séquencé (http://jgi.doe.gov/JGI_microbial/html/ralstonia/ralston_homepage. htm). On sait la manipuler en hautes densités cellulaires (jusqu'à 230g/L.), et dans de très gros fermenteurs (plusieurs centaines de milliers de litres) ce qui est un plus, car E.coli, à cette échelle, est difficile à manipuler (transferts d'oxygènes, etc…) et tend à produire de nombreux acides organiques parasites. Le fait que Ralstonia (contrairement à E.coli) utilise de préférence la voie d'Entner-Doudoroff pour utiliser les hexoses entraîne un rapport NADPH/NADH supérieur qui permet des biosynthèses plus efficaces car le pouvoir réducteur engendré inévitablement peut être purgé dans la production du PHB en l'absence de l'oxygène, ce qui permet de limiter l'oxygénation du milieu, contrairement à ce qui se passe pour E.coli et les Bacillus qui, en limitation d'oxygène produisent des acides organiques (comme nous lors des crampes musculaires) pour évacuer les électrons. 
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78. Beaucoup de microorganismes possèdent une structure de surface (extérieure à la paroi), appelée couche S, qui est formée d'une sous-unité protéique (ou glycoprotéique) disposée régulièrement. 

Les protéines de la couche S peuvent représenter 10 à 15% des protéines totales de la cellule. Les gènes de la protéine de la couche S ont été clonés à partir de Lactobacillus brevis L.acidophilus, L.helveticus et L.crispatus. Ce sont des protéines de très faible taille (43 à 46 kDa). Un domaine fortement conservé de la partie C-terminale permet l'ancrage de la couche sur la paroi cellulaire chez L.acidophilus. Chez L.brevis, cette partie est fortement hétérogène et on n'y trouve pas le domaine d'ancrage. Le gène slpA de cette protéine de L.brevis est exprimé à partir de deux promoteurs adjacents et son expression permet une très forte production et une sécrétion de protéines hétérologues chez divers Lactococcus et Lactobacillus. Il est donc possible de faire exprimer, dans la couche S de ces bactéries, un épitope (antigénique par exemple) d'une protéine en fusionnant le gène de cette protéine avec slpA. C'est ce qu'ont réalisé des chercheurs finlandais. S Åvall-Jääskeläinen et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5943-5951.
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79. Les flux métaboliques dans cinq générations successives de Corynebacterium glutamicum productrices de lysine (450 000 tonnes par an) obtenues par mutation au hasard et sélection ont été suivis par des chercheurs de Saarbrücken. L'optimisation de la production de lysine a été accompagnée par une réorientation de ces flux. C'est la voie des pentoses phosphates qui a été favorisée de façon continue. Par ailleurs, la régulation des carboxylations des composés en C3 et des décarboxylations en C4 est essentiellement en cause. Le flux relatif par l'isocitrate déshydrogénase chute de 82,7% chez la souche de départ à 59,9% chez les souches sélectionnées pour la surproduction de lysine. La demande de NADPH, est augmentée de 109 à 172% du fait de la production accrue de lysine, mais la production de NADPH, qui reste relativement constante, devient un facteur limitant. Néanmoins les mesures indiquent que la bactérie est remarquablement équipée pour balancer cette production entre voie des pentoses phosphates et tricarboxylique (cycle de Krebs). Cet équilibre varie, en réalité, d'une souche à une autre. 

L'intérêt de cet article est dans l'utilisation d'un profil généalogique des réseaux de régulations. De telles données doivent exister dans les firmes productrices, mais elles se gardent bien de les divulguer.
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Les Protéines et les Enzymes

80. Il est possible d'immobiliser des enzymes à la surface d'une levure. Des chercheurs de Kobe ont étudié l'influence de la longueur du "linker"sur l'activité d'enzymes fusionnées à l'extrémité de la protéine de floculation Flo1p. Ils ont ainsi immobilisé la glucoamylase de Rhizopus oryzae pour une hydrolyse de l'amidon. Ils constatent que les plus longs linkers (428 et 1326 aa) donnent les meilleurs résultats. N Sato et al.; Applied Microbiology & Biotechnology 60 (DEC02) 469-474.
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81. WPC Stemmer (de Maxygen); Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 19-20 (02DEC02) 3-12. analyse les techniques d'amélioration moléculaire utilisées dans l'amélioration des gènes et des voies métaboliques par réarrangements globaux de l'ADN (DNA shuffling) dont la firme s'est fait une spécialité. C'est une approche radicalement différente de celle qui utilise la modélisation moléculaire et les modifications raisonnées. 

Les produits d'une telle sélection sont évidemment et globalement très divers dans leurs séquences, mais l'auteur fait remarquer que malgré cette pagaille, le nombre de clones fonctionnels est particulièrement élevé. Ceci est probablement dû au fait que les séquences, en détail, sont extraites d'individus qui étaient fonctionnels, et sont toutes plus ou moins exploitables. C'est en fait une accentuation des évènements qui se sont déroulés tout au long de l'évolution naturelle (mais nous ne souhaitons pas attendre un milliard d'années). On accélère le processus en multipliant énormément les "recombinaisons" et en augmentant massivement le taux des mutations. La rapidité est encore accrue par le fait qu'un cycle d'amélioration moléculaire ne dure que quelques jours.

L'auteur fait le parallèle avec la "révolution verte" qui a abouti à un accroissement spectaculaire des rendements agricoles sans grande connaissance des génomes.
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82. Il est possible de modifier la spécificité d'enzymes, mais ce n'est pas toujours simple. Une phospholipase a été transformée en lipase par des chercheurs coréens. JK Song et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 6146-6151. Ils ont utilisé une technique de mutagenèse et de ré-assemblage unidirectionnel qui permet de créer une bibliothèque d'ADNs variés par la même technique de DNA shuffling, engendrant des protéines tronquées au hasard.

 On fragmente le gène au hasard par la DNase I et on ré-assemble les fragments par PCR avec une amorce unidirectionnelle. Les produits de la technique ont été traités par la DNA polymérase du phage T4 et par une enzyme de restriction coupant au niveau de l'amorce. 


Les fragments tronqués en amont de la phospholipase A1 d'une Serratia ont été criblés sur des triglycérides. Les troncatures en N-terminal, donnant de nouvelles lipases commencent au niveau des résidus 61 à 71 de la phospholipase d'origine, et possèdent des mutations introduites lors du DNA shuffling. 
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83. On trouvera dans K Laumen et al.(de Novartis); Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic 19-20 (02DEC02) 55-66, une description de la bioproduction de composés intermédiaires chiraux avec trois exemples. Il s'agit de celle d'arylalkylamines chirales grâce à trois nouvelles amidohydrolases enantiosélectives, de celle de D- et L-tert-leucines grâce à une enzyme bon marché, l'Alcalase™, et enfin de la synthèse chimio-enzymatique d'inositol phosphates rares et coûteux par des lipases commerciales. .

Les amines chirales sont des blocs de construction incorporés dans de nombreuses molécules dont des antagonistes des GABAB et de substance P pour une chimie combinatoire ainsi qu'en agrochimie. Elles ne sont malheureusement disponibles qu'en faibles quantités et à un prix prohibitif (et vice-versa). 

On a déjà essayé, avec des succès divers, une production de D-2-aminobutanol par hydrolyse microbienne des dérivés N-acylés correspondants, une séparation des énantiomères avec des -amino acid transaminases ou la production de 1-aryl-2-aminopropane par transfert énantiosélectif d'un groupement amine dans un racémique grâce à l'aminoacides transaminase de Bacillus megaterium. On peut, également, utiliser la lipase B bien connue de Candida antarctica pour réaliser des transferts d'acyles permettant une amidation spécifique de l'énantiomère (R) dans un racémique. L'amidation du composé (S) peut être réalisée avec la subtilisine également bien connue de Bacillus subtilis. Une lipase de Pseudomonas permet la production d'amines primaires et secondaires optiquement actives en utilisant un ester activé comme donneur d'acyles. BASF utilise cette dernière pour produire à l'échelle de plusieurs tonnes des (S)- et (R)-1-phényléthylamine avec, comme donneur d'acyles, le methoxyacétate-ethylester.

On peut réaliser une synthèse asymétrique de -méthyl arylalkylamines et -méthyl arylalkylalcools par des arylalkyl acylamidases. C'est ainsi que les énantiomères (S ) très purs des 1-méthylbenzylamine, 1-méthyl-3-phénylpropylamine et 1-méthyl-3-phénylpropanol est possible en utilisant les enzymes de Nocardia erythropolis IAM 1440 ou Cellulomonas fimi AKU 671. La production de (R)-1-méthyl-3-phénylpropylamine peut être réalisée avec une amidase brute de Pseudomonas putida Sc2 AKU 881 

Le procédé analysé par les auteurs est celui des productions de (R)- et (S)-1-(3-cyanophényl)éthylamine, (R)- et (S)-1-(4-cyano-phényl)éthylamine, (S)-2-amino-1-phényl-4-pentène, et de (S)-2-amino-1-(4-chlorophényl)-4-pentène.

Les amidohydrolases de sélectivités opposées de Rhodococcus equi, Arthrobacter aurescens et Rhodococcus globerulus (toutes déposés chez DSM) ont été optimisées. En effet aucune des enzymes naturelles n'accepte pour substrat des acides aminés N-acétylés.

Les D- et L-tert-leucines sont des intermédiaires utilisés, notamment, pour la production d'inhibiteurs de protéases. Degussa produit actuellement industriellement (échelle de la tonne) de la L-tert-Leucine par une désamination réductive d'un -cétoacide catalysé par une leucine déshydrogénase, utilisant donc un co-facteur. La D-tert leucine n'est pas encore produite à l'échelle commerciale, ni chimiquement, ni enzymatiquement. 

Les auteurs ont utilisé la protéase bien connue et produite en grandes quantités de Bacillus licheniformis commercialisée par Novo sous le nom d'Alcalase™ pour produire les tert-leucines énantiomériquement pures à partir de N-acétyl-tert-leucine esters racémiques. 

( (( (( (( (( (
84. On trouvera dans UT Bornscheuer; Current Opinion in Biotechnology 13 (DEC02) 543-547 une revue sur les façons d'augmenter l'énantiosélectivité des lipases. Cet article doit être lu en même temps que celle de P Berglund; Biomolecular Engineering 18 (AUG01) 13-22 sur l'utilisation des lipases en synthèse organique et la revue du même auteur prolifique UT Bornscheuer et al.; Trends in Biotechnology 20 (OCT02) 433-437. 

Lipases et estérases ont des spectres de substrats très larges. Elles sont, de plus très faciles à obtenir commercialement (il en existe au moins une cinquantaine de variétés disponibles). L'exploration de la biodiversité, ainsi que les techniques modernes de modification des enzymes vont élargir encore le catalogue. 
Même si l'énantiosélectivité est souvent bonne, des améliorations pour certains usages sont encore nécessaires. La base moléculaire de cette énantiosélectivité (mesurée par le rapport des activités entre les deux isomères ou E-value) n'est malheureusement guère connue. 

La prédiction est encore quasi-impossiblee, compte tenu de l'influence des conditions où opère une lipase donnée. L'ingénierie des protéines a cependant permis de démontrer que la substitution d'un seul acide aminé peut permettre de modifier l'activité des lipases et estérase sur les alcools tertiaires ou de la lipase B (CALB) de Candida antarctica dans la résolution du 1-chloro-2-octanol.

Pour des raisons de prix de revient, les enzymes, d'une façon générale sont souvent commercialisées sous une forme brute. Or les lipases existent dans la nature sous forme de mélanges d'isoenzymes, la cellule ayant, comme nous, des besoins variés. Ces isoenzymes diffèrent par leurs séquences, mais parfois également par leur glycosylation, malheureusement également par leur stabilité, ce qui rend les lots variables en composition initiale, mais également dans le temps. L'auteur cite le cas de l'estérase hépatique du porc (PLE). Elle est composée de plusieurs isoenzymes dont les plus abondantes sont les formes et(parfois appelées à tort sous-unités). Il a fallu exprimer l'isoforme  chez Pichia pastoris pour démêler son énantiosélectivité. c'est également le cas pour la lipase de Candida rugosa (CRL). On a pu le constater en utilisant des cristaux de l'enzyme pour résoudre le kétoprofène (un anti-inflammatoire non stéroïdien). On admet que la cristallisation a purifié l'une des isoenzymes. Ceci a été confirmé dans le cas de la résolution du D,L-menthol benzoate.

Les lipases diffèrent apparemment dans un motif appelé GX ou GGGX (G pour glycine et X pour n'importe quel autre acide aminé) localisé dans la poche à oxyanion du site actif responsable de la stabilisation de l'intermédiaire tétrahédrique. Ce motif intervient également dans l'action sur les alcools tertiaires qui ne sont acceptés que par certaines hydrolases. De nombreuses hydrolases à motif GGGX sont capables d'agir sur l'acétate d'alcools tertiaires. 

L'évolution dirigée a, naturellement, été utilisée, mais on ne peut citer qu'un seul cas d'amélioration d'énantiosélectivité par cette technique, c'est celui d'une lipase de Pseudomonas aeruginosa PAO1 vis à vis du 2-méthyldécanoate. 

On sait depuis les années 80s que la manipulation du milieu exerce une grande influence sur les activités des lipases. C'est le cas des solvants organiques utilisés et d'additifs comme le DMSO (diméthyl sulfoxyde) ou de sodium dodecyl sulfate (SDS). Un cas spectaculaire est celui de l'utilisation de liquides ioniques comme les 1-butyl-3-méthylimidazolium tétrafluoroborate ou l'hexafluorophosphate. On peut, d'ailleurs, par addition de cations et d'anions, obtenir des milieux miscibles ou non miscibles à l'eau, ce qui peut faciliter la séparation des produits par rapport au substrat. Une revue de U Kragl sur le sujet devrait paraître dans Current Opinion in Biotechnology.

Dans le même esprit l'utilisation de donneurs d'acyles fluorés et une extraction par un solvants perfluoré permettent également une séparation des produits d'acylation, tout en améliorant légèrement l'énantiosélectivité.

Pour améliorer l'énantiosélectivité on peut, enfin, modifier le substrat, notamment en utilisant des esters vinyliques d'acides carboxyliques chiraux au lieu des esters éthyliques classiques. C'est ce qui a été réalisé pour la résolution de l'ibuprofen par la lipase CALB de Candida antarctica.
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85. On trouvera dans M Singh et al.; Biotechnology Advances 20 (DEC02) 341-365, une revue sur l'utilisation des cyclodextrines (CDs). Ces composés cycliques de glucose (6, 7 ou 8 glucopyranoses) en forme de tores à cavité hydrophobe et à périphérie hydrophile (autrefois appelés dextrines de Schardinger, car c'est lui qui a montré, en 1903, leur nature cyclique) permettent la solubilisation de nombreuses molécules hydrophobes acceptées par la cavité, ce qui permet d'emballer, notamment des arômes ou parfums, par exemple. Le volume de la cavité est de 262Å3 pour les ß-CDs, de 174Å3 seulement pour une -CD (trop petit pour extraire, par exemple, la caféine d'un café) et 427Å3 pour les -CDs-dextrines.Ils sont produits par des cyclodextrines glycosyl transférases ou CGTase (pour une description de ces productions, voir l'US patent 6 184 001 (06FEB01) de Novozymes, par exemple. Villiers avait signalé leur formation par Bacillus amylobacter dès 1881.

On peut également les utiliser en catalyse ou en séparation, car ils peuvent discriminer entre des isomères positionnels, la présence ou l'absence de certains groupements, des homologues ou des énantiomères. Le confinement de molécules dans la cavité permet de réaliser des interactions entre molécules, mais sans formation de liaisons covalentes). Il existe d'autres agents de complexation moléculaire comme les fullerènes et les ether crown. Ils sont coûteux et ont des capacités limités. La cyclodextrine ß (7 glucoses) est la moins chère, et donc la plus courante. Un avantage des cyclodextrines sur les autres types est qu'on peut les modifier chimiquement de façons variées. Par ailleurs ces polysaccharides n'ont pratiquement pas de nocivité (il y aura toujours un concurrent pour affirmer le contraire), ce qui explique leur utilisation en cosmétique, et dans les produits alimentaires. On s'en est servi, à ma connaissance, pour retirer le cholestérol du beurre, mais les clients qui prennent plein de pilules contre le cholestérol, ont boudé inexplicablement le produit qui n'était pourtant pas mauvais du tout, ce qui me laisse sceptique sur les bénéfices attendus par le consommateur. 

Sur le plan des applications la capacité de séparation substrat/produit ou la soustraction de produits toxiques dans une fermentation est intéressante. Par ailleurs, de nombreuses bioconversions font intervenir un catalyseur plutôt hydrophile sur des substrats souvent hydrophobes. Les cyclodextrines (CDs) combinent amélioration de la solubilité dans l'eau, de réduction de la toxicité de produits par complexation, et de biocompatibilité. Ceci a été démontré dès 1991 dans la conversion du cholestérol (toujours lui) en androst-4-ene-3,17-dione. En l'absence de CDs la bioconversion donne lieu à une inhibition par le produit, et à une dégradation du noyau stérol, de sorte seulement 40% du cholestérol est converti en le produit recherché. L'utilisation d'une -cyclodextrine fait passer le taux de conversion à 90%. Dans le cas de la conversion par réduction de l'androstènedione en testostérone, une hydroxypropyl -cyclodextrine accroît la solubilité du stéroïde et le taux de conversion est fortement augmenté de 27% à 78%.
Un exemple de limitation de la toxicité d'un produit de bioconversion est celui de la -décalactone, qui est le produit d'une bioconversion du méthyl ricinolate par Sporidiobolus salmonicolor (une levure basidiomycète voisine des Rhodotorula étudiées à l'INRA dans ce but), est très toxique pour l'organisme producteur. L'utilisation d'une CD diminue nettement la cytotoxicité pendant la bioconversion. 

Mais les cyclodextrines peuvent servir d'imitations d'enzymes. Ceci est réalisé par des modifications chimiques qui participent à l'activité enzymatique synthétique. On a ainsi réalisé des imitations de trypsine, etc…autour des années 90.


On a également utilisé les CDs pour éliminer des substances hautement toxiques de l'environnement (il faut qu'elles le soient pour utiliser ces produits relativement ou très coûteux, les prix de revient sont, dans mes archives, dans une échelle de 10, 1 et 1000 pour les ,  et -CDs). 

On peut éliminer 90% de l'insecticide trichlorfon des eaux résiduelles de production avec une -CD en un seul passage. On peut, inversement, utiliser les cyclodextrines pour "emballer" des pesticides. 

Dans le domaine alimentaire, elles peuvent contribuer à l'élimination de flaveurs indésirables, ou pour la protection des arômes, qui sont par essence volatils, en jouant leur rôle encapsulant. 

Les cyclodextrines sont utilisées comme des amidons modifiés au Japon et masquent certaines odeurs désagréables et stabilisent les huiles de poisson. Elles sont également autorisées en Hongrie (faut-il remarquer qu'un gros producteur de cyclodextrines était hongrois?). 

Les brunissements phénoliques des jus de fruits peuvent également être limités par les cyclodextrines. Les jus de citron peuvent être débarrassés de leur amertume de cette façon. On a utilisé les CDs pour éliminer les arrières goûts amers de plusieurs édulcorants biologiques comme stévioside, glycyrrhizine et rubusoside. Elles sont par ailleurs utilisées dans certaines formulations de l'aspartam. Les flavonoïdes sont probablement bons pour ce que vous avez, mais ils ne sont pas bien solubles dans l'eau, les cyclodextrines peuvent faciliter la dissolution. 
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86. La méthode traditionnelle d'obtention des biocatalyseurs (enzymes et microorganismes) est d'isoler, cultiver et analyser des souches ayant des caractéristiques prometteuses. C'est cette approche qui a permis, dès le début du siècle dernier, avec la Takadiastase par exemple, d'ouvrir l'ère des techniques enzymatiques industrielles. Les Bacillus ont fait la force de producteurs comme Novo ou Genencor. 

On appelle "métagénome" l'ensemble des génomes présents dans un site donné. Cette notion a été établie pour la première fois à propos des ADNs d'un plankton marin digérés partiellement en vue d'un clonage dans E.coli, en ne s'intéressant qu'aux rDNAs (très conservés) pour une identification des éléments de cette flore. 

Elle est exploitée en extrayant des gènes directement d'un sol, par exemple, sans se préoccuper de l'organisme qui le porte. On peut l'étendre aux voies entières, qu'elles soient dans un seul organisme ou distribuée dans un consortium, car c'est finalement de cette façon que fonctionne ces associations d'organismes. Tout ceci est exploitable, et c'est dans ce but que ces explorations sont réalisées. Diversa s'est fait une spécialité de telles recherches. On trouvera une réflexion sur ce sujet dans un article de chercheurs de Brain-Biotech AG de Zwingenberg en Allemagne, avec P Lorenz et al.; Current Opinion in Biotechnology 13 (DEC02) 572–577. Elle est plutôt tournée vers la reconnaissance de nouveaux microorganismes non cultivables. 

 Le sol est, évidemment, intéressant du fait de sa diversité génétique, mais c'est aussi un milieu hostile au biologiste moléculaire, avec ses inhibiteurs nombreux de toutes les opérations de clonage. C'est particulièrement le cas pour les acides humiques. On peut soit, d'abord, enrichir l'échantillon en matière vivante et ne procéder qu'après à l'extraction des ADNs, soit extraire directement l'ADN. Dans le premier cas on extrait des ADNs plus complets et cela sera propice à l'isolement de grands fragments et donc, probablement, des paquets plurigéniques d'une voie. C'est par exemple le cas des polycétides synthases des producteurs d'antibiotiques qui s'étalent sur 100 kb contiguës. Dans le second, on aura une chance plus grande de récolter plus de séquences, variantes d'une hydrolase donnée, à l'état isolé, par exemple. 

La recherche d'une activité donnée peut se faire par homologie de séquence et PCR en utilisant des sondes qui correspondent à des séquences consensus. C'est ce qui a permis de caractériser des xylanases d'organismes inconnus du sol. Une analyse fonctionnelle dans un hôte de substitution, généralement E.coli, identifie la fonction recherchée. Elle est plus séduisante, mais elle est dépendante des aléas de l'expression hétérologue. Un grand nombre de ressortissantes de familles enzymatiques ont été ainsi révélées, chitinases, xylanases, 4-hydroxybutyrate déshydrogénases etc… Dans le cas des grands fragments de polycétides synthases, on a cherché à complémenter les fragments incomplets. Il faut, cependant, dans ce cas utiliser des Streptomyces pour l'expression hétérologue, du fait des particularités des ADNs des actinomycètes. 
( (( (( (( (( (
87. L'évolution dirigée a bien des succès à son actif, mais elle est limitée par le nombre de séquences pouvant être criblées expérimentalement entre 107 et 1014 suivant la technique.

La modification raisonnée n'a réellement débouché que quand elle a pu disposer de logiciels adéquats d'analyse des données (criblage in silico). 

Des chercheurs de Xencor décrivent dans RJ Hayes et al.; Proceedings of the National Academy of Sciences USA 99 (10DEC02) 15926–15931, une méthode qui associe des criblages logiciels et expérimentaux pour une optimisation rapide des propriétés d'une protéine. 

Ils utilisent une -lactamase comme modèle et reconstruisent le site actif avec leur "Protein Design Automation" décrite en 1996. Elle permet d'éliminer les séquences incompatibles avec certains replis de la molécule. Ceci permet de réduire le nombre de séquences à vérifier expérimentalement à une bibliothèque de 200 000 mutants (c'est encore beaucoup mais jouable). Le criblage est facile car il suffit de repérer la résistance au cefotaxime. Un seul cycle de sélection a permis d'obtenir un accroissement de 1280 fois. D'après les auteurs, aucune des mutations ainsi sélectionnées, n'avaient été identifié par les techniques maintenant classiques, même avec le "DNA shuffling". 

En utilisant la vitesse croissante des ordinateurs on peut ainsi espérer cribler de l'ordre de 1080 séquences (l'échiquier du pharaon est enfoncé) en quelques heures.
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88. On trouvera dans DE Koshland et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (06DEC02) 46841–46844, un commentaire élargissant la notion de coopérativité allostérique aux interactions au sein des voies métaboliques et entre voies métaboliques. Ils discutent des conséquences de telles notions en protéomique.

Il faut rappeler qu'il a toujours existé une différence de conception entre le modèle concerté classique de Monod et le modèle séquentiel de Koshland, qui aboutissent tous deux à une signature sigmoïde de la courbe de la vitesse initiale de la réaction en fonction de la concentration du substrat. Mais le modèle de Koshland permet d'expliquer les cas de coopérativité négative où la fixation d'un premier ligand sur une des molécules du dimère enzymatique inhibe (au lieu de stimuler) la fixation d'une seconde molécule de ligand. Les auteurs utilisent les citations d'articles utilisant le mot "coopérativité" dans leur titre pour dire qu'il y a autant de coopérativités étudiées positives que négatives (???). 

Ils analysent l'une de ces dernières avec la carbamoyl-phosphate synthétase, dont le produit est le CTP, qui intervient dans plusieurs voies métaboliques. Il est donc important que le CTP, qui n'est qu'un des produits, ne puisse bloquer complètement toutes les autres voies quand il est en excès. Ils en déduisent que les coopérativité négatives doivent se loger préférentiellement à des bifurcations de voies métaboliques. Ils admettent, d'ailleurs, que c'est une indication, mais pas une preuve. 
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89. Le cellulosome est un complexe extra-cellulaire constitué par une grappe d'enzymes participant à la cellulolyse. Des chercheurs du CNRS à Marseille et de deux laboratoires israéliens avaient construit, l'an passé des chimères de cellulosomes de Clostridium. Je rappelle qu'un cellulosome comporte un squelette protéique (scaffoldine, ici CipC) porteur d'un domaine se liant à la cellulose et de motifs dits "cohésines" permettant la fixation des diverses enzymes de la cellulolyse qui peuvent se greffer sur la scaffoldine par des motifs dockerines ayant une affinité pour les cohésines (voir le Bulletin d'Octobre-Novembre 2002 §98). Le fait que les cohésines puissent interagir avec n'importe quelle dockerine de l'espèce indique que l'ordre des enzymes le long de la scaffoldine pourrait être aléatoire. La reconnaissance n'a, cependant, pas lieu, au moins entre les deux espèces étudiées (C. cellulolyticum ou C. thermocellum). HP Fierobe et al.; Journal of Biological Chemistry 277 (20DEC02) 49621–49630. On peut donc piloter la greffe des enzymes en jouant sur les couples cohésines/dockerines. Les auteurs ont construit ainsi 75 cellulosomes chimériques différents et ont analysé leur réaction sur des celluloses. Chacun des cellulosomes possédait sa séquence de reconnaissance de la cellulose sur la scaffoldine et deux cohésines permettant de fixer deux cellulases, éventuellement venant de l'autre espèce, en utilisant les couples cohésines/dockerines correspondants. Ils se sont penchés sur les rôles respectifs de la proximité des enzymes par rapport à la fixation sur la cellulose, dans le renforcement de l'activité de ce complexe plurienzymatique sur des celluloses dites "récalcitrantes", comme des celluloses fortement cristallisées. L'importance de ces rôles respectifs dépend de la paire d'enzymes fixées. La récalcitrance ne dépend pas forcément de la cristallinité. Elle dépend parfois autant de l'accessibilité des sites réactifs. 
( (( (( (( (( (
90. La dégradation, par les Clostridium, des parois végétales fait donc intervenir ces cellulosomes. Clostridium cellulovorans fait intervenir cellulases et hémicellulases. Des gènes codant les L-arabinosidase et L-arabinopyranosidase (hémicellulases) ont été clonés. A Kosugi et al.; Journal of Bacteriology 184,n°24 (DEC02) 6859-6865.
Ces gènes, arfA et bgaA, sont voisins. Les L-arabinosidase et L-arabinopyranosidase qu'ils codent ne font pas partie des cellulosomes mais font intervenir une nette synergie des cellulosomes avec ces enzymes libres. 

La même équipe a étudié l'activité xylanase cellulosomale et xylanestérase de Clostridium cellulovorans. Les deux activités sont codées par le gène xynA. La première est assurée par le domaine glycoside hydrolase (CD), tandis que le domaine NodB assure la fonction acétylxylane estérase. Ce dernier domaine possède une large spécificité et libère de l'acétate, non seulement à partir de xylanes acétylés, mais également d'autres substrats acétylés. A Kosugi et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 6399-6402.
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91. Les transglutaminases assurent des pontages intra- et intermoléculaires entre glutamates et lysines. On peut ainsi modifier de nombreuses protéines et leur conférer des propriétés intéressantes. Les protéines du lait ont été pas mal étudiées de ce point de vue. Les caséines, du fait de leur structure désordonnée et flexible sont plus facilement pontées que les autres qui sont plus compactes et globulaires. Les protéines du lactosérum sont, par contre, plutôt difficiles à traiter. Des chercheurs danois avaient montré en 1997, que cela était cependant possible si on dénature partiellement les -lactoglobulines par du dithiothreitol (DTT). Les concentrés d'-lactalbumine ont un peu les mêmes caractéristiques que les caséines, et ne nécessitent pas un traitement par le DTT. Une dénaturation partielle, avec une structure désordonnée peut, en effet, être obtenue à l'interface huile/eau d'une émulsion. Quelques expériences avaient pu montrer que le pontage accroît la viscoélasticité à l'interface huile/eau. C'est ce qui avait déjà été démontré pour les -lactoglobulines. La même équipe danoise montre que le pontage de concentrés d'-lactalbumines par une transglutaminase microbienne est possible après émulsification. Ce pontage entraîne une meilleure stabilité de l'émulsion huile/eau si le pontage a lieu après émulsification. R Sharma et al.; Food Chemistry 79 (DEC02) 493-500.
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L'Agroalimentaire

92. Les -glucanes augmentent la viscosité des moûts de brasserie, le rendant plus difficile à filtrer avant la fermentation, pour obtenir la "salade" et lors de la filtration finale de la bière. Bien que normalement solubles, les -glucanes deviennent insolubles à certaines concentrations d'alcool et elles forment un précipité. Cela peut se produire pendant la fermentation et pendant la garde de bières fortes. Cette préparation issue d'Humicola insolens (Ultraflo™ de Novozymes) est plus thermostable que les autres préparations de la firme, (Cereflo™, Viscozyme™ et Finizym™). Elle présente, en outre, une particularité que des chercheurs de Norwich décrivent dans CB Faulds et al.; Applied Microbiology & Biotechnology 60 (DEC02) 489-494. En effet elle présente une activité féruloyl estérase sur les méthyl-esters des acides férulique, caféique, p-coumarique et sinapique. Elle libère une grande partie des acides féruliques mono- et dimériques des drèches. La seule xylanase n'est donc pas suffisante. On peut la combiner avec une féruloyl estérase d'Aspergillus niger. L'élimination des polyphénols évite les troubles de la bière durant le stockage, dus à leurs combinaisons avec les protéines. On limite, classiquement ces défauts, d'abord par des orges pauvres en protéines, et ensuite par des traitements protéiques, mais on peut donc le faire côté composés phénoliques.
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93. Des chercheurs de Poitiers et Rhodia-Food ont identifié un réplicon (unité réplicative) d'un petit plasmide cryptique,pTXL1, de 2665 pb de Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides Y110 afin d'en faire un vecteur food grade (acceptable dans le domaine alimentaire). Le réplicon fait 1300 pb. Une souche recombinante de Leuconostoc cremoris produisant la mésentericine Y105 a ainsi été montée. F Biet et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 6451-6456.

Il présente l'avantage de ne pas utiliser le système de cercle roulant pour sa réplication (celle de beaucoup de plasmides des bactéries lactiques, qui présente le défaut de donner des constructions instables). 
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94. La résistance des levures boulangères à la congélation est intéressante, vu les modes actuelles de la boulangerie industrielle. Les levures actuelles ne sont pas adaptées à ces techniques, et leur capacité de lever lors de l'apprêt est nettement diminuée par la congélation et par la conservation sous cette forme. L'addition de plus de levures que nécessaire, ou de protectants classiques est inefficace. La perte des résistances aux stress est un obstacle majeur. Il faut, en effet, laisser une pré-fermentation se dérouler avant congélation, or la disparition des résistances aux stress est due à l'activation rapide de voies de signalisation par les constituants de la farine. C'est notamment le cas de la voie Ras-cAMP protéine kinase A par le glucose qui mobilise le tréhalose (un des protecteurs de stress), réprime les protéines heat-shock et probablement d'autres facteurs impliqués dans la résistance. Cette perte de pouvoir fermentaire est actuellement minimisée par des techniques lourdes de pétrissage au froid qui ne sont pas utilisables par des artisans. On recherche donc une certaine résistance du pouvoir fermentaire à la congélation.

Il existe une corrélation entre cette résistance et l'activité des gènes d'aquaporines AQY1 et AQY2. C'est d'ailleurs la seule fonction claire de ces protéines intervenant dans le transport transmembranaire de l'eau au niveau de la membrane plasmique. A Tanghe et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5981-5989. Les auteurs suggèrent une expulsion d'eau lors de la congélation empêchant sa cristallisation dans la cellule.

La surexpression de ces aquaporines augmente la viabilité des souches industrielles aussi bien suspension que dans des levures concentrées congelées, sans altérer les caractéristiques techniques de la souche. 

Parmi les quatre aquaporines de S.cerevisiae, AQY2 est fréquemment divisé en deux ORFs à cause d'une délétion de 11 pb. Seules les souches issues du fond génétique S1278b possèdent un gène intact et une aquaporine fonctionnelle. Il en est de même pour AQY1 pour qui on connaît des allèles non fonctionnels. 
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95. Des bromophénols simples comme les 2- et 4- bromophénol (2-BP, 4-BP), 2,4- et 2,6-dibromophénol (2,4-DBP, 2,6-DBP) et 2,4,6-tribromophénol (2,4,6-TBP), sont des éléments importants de la saveur des crustacés, et notamment des crevettes d'élevage comme Penaeus monodon. On les incorpore à la nourriture fournie sous la forme de poissons, têtes de crevettes, krill (plankton antarctique) et débris de calmars. Ce sont surtout les 2,6-DBP, 2-BP et 2,4,6-TBP qui sont perceptibles. Malheureusement, la rétention de ces bromophénols est très faible chez les crevettes d'élevage par rapport à celle des même crustacés sauvages (0,31 à 1,3ng/g pour les crevettes d'élevage contre 9,5 à 1114 ng/g pour les sauvages). Ceci rend les animaux d'élevage relativement insipides. Cette différence est liée au fait que les animaux sauvages se nourrissent beaucoup d'annélides polychètes qui contiennent plus de 100 g/g de bromophénols. Les aliments artificiels n'en contiennent pas plus de 1.4–40 ng/g. La situation est d'ailleurs aggravée par le fait que ces bromophénols sont adsorbés sur d'autres constituants des pellets. FB Whitfield et al.; Food Chemistry 79 (NOV02) 355-365.
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96. Les polyphénoloxydases des cellules épidermiques et vasculaires oxydent la catéchine des cellules palissadiques des feuilles de thé, donnant les composants essentiels du thé noir. La technique de préparation usuelle ainsi que la paroi des cellules empêche en partie ces interactions. Les enzymes cellulolytiques, cellulases, pectinases et xylanases, isolées du "champignon du thé" (un mélange symbiotique de Pichia et Zygosaccharomyces avec un Acetobacter fourni dans ce cas par les tribus du Tamil Nadu en Inde) et une laccase de Trametes versicolor ont été essayées en vue d'améliorer la fermentation du thé. Ce sont essentiellement les cellulases purifiées associées à la laccase qui donne la meilleure qualité. GS Murugesan et al.; Food Chemistry 79 (DEC02) 411-417.
( (( (( (( (( (
97. Une bouteille avec goût de bouchon est usuellement renvoyée poliment au sommelier. Il y a plusieurs façons de gâter une bouteille; anisoles, guaiacol, géosmine, 2-méthylisobornéol, pyrazines, 1-octene-3-one ou 1-octene-3-ol, ont été impliqués. Mais c'est surtout le 2,4,6-trichloroanisole (2,4,6-TCA) et, dans une moindre mesure, les 2,3,4,6-tétrachloroanisole (2,3,4,6-TeCA) et pentachloroanisole (PCA), qui sont responsable de 80% des cas de bouchons agressifs décrits. On vient enfin de caractériser le rôle des champignons filamenteux du liège dans la production du 2,4,6-trichloroanisole (2,4,6-TCA) responsable du goût de bouchon qui afflige de 2 à 7% des bouteilles de vin commercialisées. La production de 2,4,6-TCA est due à une O-méthylation du 2,4,6-trichlorophénol (2,4,6-TCP). Les champignons responsables sont des Penicillium, Trichoderma et Acremonium, Chrysonilia, Cladosporium, Fusarium, Mortierella, Mucor, Paecilomyces ou Verticillium . les plus efficaces sont des souches de Trichoderma et Fusarium. La production en milieu liquide ne préjuge pas d'une action sur le liège. Chez Trichoderma longibrachiatum l'O-méthylation du 2,4,6-TCP est liée à l'activité d'une méthyltransférase S-adénosyl-L (SAM)-méthionine-dépendante fortement induite par le 2,4,6-TCP. SAM est très probablement le donneur de méthyles. 

En réalité les malheureux champignons des bouchons détoxifient les chlorophénols en les convertissant en chloroanisoles inoffensifs (pour le champignon), comme le font de nombreux microorganismes dans des milieux divers. ML Álvarez-Rodríguez et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5860-5869.
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98. On trouvera dans B Demmig-Adams et al.; Science 298 (13DEC02) 2149-2153, une revue sur le rôle des antioxydants dans la photosynthèse, d'une part, et dans la nutrition humaine de l'autre. 
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Les Pré- et Probiotiques

99. Le numéro d'octobre de Current Opinion in Biotechnology est consacré aux biotechnologies appliquées aux aliments dans le domaine des des substances nutraceutiques ou "functional foods" (alicaments en jargon français). Cette notion date des années 80s. Elle couvre les substances des aliments présentant une action déclarée bénéfique (par les zélateurs) pour la santé humaine. Il est vraisemblable que certaines d'entre elles sont favorables, mais d'ici à déclarer qu'elles seraient utiles contre des maladies, il reste à en administrer une preuve irréfutable. Cela a été une des grandes périodes des vitamines dans les années 20 et 30s pour s'apercevoir, ultérieurement, que les excès en faisait des substances dangereuses à manipuler. Disons que cela pourrait s'appliquer aux antioxydants.

La frontière entre ces nutraceutiques et les produits pharmaceutiques n'est pas qu'une question sémantique, mais bien un enjeu commercial. Dans un cas vous achèterez les produits en supermarché, dans l'autre en pharmacie. Les réglementations ne sont, par ailleurs, pas les mêmes et varient d'ailleurs d'un pays à l'autre. 

Le numéro couvre pré et probiotiques, nutraceutiques et produits phytochimiques. Il aborde également la validation des revendications. 

P Marteau et al.; p.486–489 décrivent les tentatives de maîtrise des maladies inflammatoires et notamment des allergies par des bactéries intestinales adéquates. Le traitement de la maladie de Crohn (une inflammation intestinale sans étiologie connue) par une souche d'E.coli est analysée. L'effet serait aussi bon que celui de la médication classique (mesalazine), ce qui n'est pas forcément un point de repère extraordinaire. Les données sont parfois contradictoires entre deux souches voisines, ce qui n'est pas un mauvais signe. Les auteurs suggèrent que l'immuno-stimulation et l'entrée en action de l'immunité innée, sont responsables des effets probiotiques dans le tube digestif.

Les prébiotiques sont des ingrédients non-digérables des aliments qui sont utiles à certains éléments de la flore intestinale supposés nous être utiles comme les bifidobactéries. Tout élément de l'alimentation qui atteint le colon sans être digéré est un prébiotique en puissance. La plupart des oligosaccharides sont dans ce cas et sont fermentés dans le colon. Ce type de prébiotiques a un succès certain, au Japon particulièrement

Ils sont abordés par plusieurs revues. RA Rastall et al.; p.490–496 décrivent les technologies de production de ces polysaccharides par hydrolyse contrôlée de polysaccharides végétaux ou bactériens. Ils décrivent ce que l'on sait, actuellement, du métabolisme de ces macromolécules par la flore intestinale. Il mentionne, entre autres, la persistance de certains produits, qui serait un élément important de leurs effets. 

Les auteurs décrivent une nouvelle approche où des -galactosidases isolées de souches probiotiques sont utilisées pour synthétiser des galacto-oligosaccharides à partir de lactose, ce qui pourrait contribuer à l'action des pré- et probiotiques. 

J Hugenholtz et al.; p.497–507 décrivent les possibilités de produire des prébiotiques en utilisant des bactéries lactiques modifiées. (Voir le §).

Les quantités de produits chimiques utiles à la santé humaine sont très variables dans les plantes. On peut améliorer cette caractéristique par amélioration génétique classique, mais c'est surtout par ingénierie génétique qu'on peut aboutir assez rapidement. MA Grusak; p.508–511 discutent de ces aspects. On se heurte, le plus souvent, à la très grande complexité des voies aboutissant aux métabolites secondaires. Le cas le plus médiatisé est celui du riz doré de Potrykus enrichi en -carotène et celui de la souche de riz enrichie en fer. Il va falloir vérifier l'efficacité nutritionnelle de ces riz. 

SM Watkins et al.; p.512–516 et B van Ommen et al.; p.517–521 concentrent leur attention sur les apports génomiques dans le domaine des variations individuelles humaines. Ils utilisent l'exemple de la mesure des taux de cholestérol avec les conséquences individuelles sur les régimes alimentaires, en cherchant quels pourraient être d'autres mesures prédictives. 

SM Watkins et al.; p.512–516 notent que l'étude exhaustive des gènes des voies métaboliques et de leurs régulations (métabolomique), avec mesure des métabolites dans les tissus est un des moyens de cerner les relations entre le régime alimentaire et la santé. Mais les mesures devraient être standardisées, faute de quoi on ne percevra que l'anecdotique. 

B van Ommen et al.; p.517–521 tentent d'introduire une description globale des états morbides en intégrant les différents niveaux de l'expression génomique. Il n'en faut pas moins car les aliments ont des impacts, pas toujours connus, à des niveaux très différents du métabolisme, sans compter qu'on ne les consomme pas à l'état isolé mais au sein de mélanges.

Ce marché semble bien portant en France. Danone a commercialisé son Actimel™, tandis que Beghin-Meiji, a lancé le fructo-oligosaccharide Actilight™. Genibo Industrie se lance dans les produits dérivés du soja avec les isoflavones, et compte jouer du non transgénique, ce qui est possible pour un marché étroit. Ingredia développe des produits, dits fonctionnels, dérivés du lait dont un peptide supposé être anxiolytique. Voir le site de Cargill Nutraceuticals qui analyse plusieurs articles sur le sujet. Voir le § sociétés
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100. Les bactéries lactiques, et notamment Lactococcus lactis sont capables de produire plusieurs ingrédients alimentaires comme les sucres peu caloriques ou des vitamines B. Or on prône ces ingrédients pour leur valeur en santé humaine. Il est possible d'améliorer ces productions par ingénierie génétique. Une revue de J Hugenholtz et al.; Current Opinion in Biotechnology 13 (OCT02) 497–507 est parue sur ces possibilités. 

La notion de substance nutraceutique (alicaments en jargon français) date des années 80s. Elle couvre les substances des aliments présentant une action déclarée bénéfique (par les zélateurs) pour la santé humaine. Il est vraisemblable que certaines d'entre elles sont favorables, mais d'ici à déclarer qu'elles sont utiles contre des maladies, il reste à en administrer une preuve irréfutable. Cela a été une des grandes périodes des vitamines dans les années 20 et 30s pour s'apercevoir que les excès en faisait des substances dangereuses à manipuler. Disons que cela pourrait s'appliquer aux antioxydants).

Les auteurs ne se préoccupent pas tant de la vérité des assertions, mais de la production d'un certain nombre de ces substances par fermentation avec des bactéries lactiques. La plupart des productions modifiées l'ont été en utilisant l'induction de la transcription par la nisine (système NICE).

Les premières opérations réalisées l'ont été via la réorientation des flux de production du pyruvate (qui donne l'acide lactique par réduction).. On a, ainsi, pu réorienter cette production vers celle de l'-acétolactate, précurseur du diacétyl, soit par disruption du gène de la lactate déshydrogénase (LDH), soit par surproduction de NADH oxydase. On a pu renforcer cette voie par disruption du gène ilvB de l'-acétolactate décarboxylase. 

On a également fait surproduire de l'alanine par ces bactéries. Or l'alanine a un pouvoir sucrant non négligeable tout en restant oligocalorique. L'alanine déshydrogénase permet la conversion du pyruvate en L-alanine en présence d'ions ammonium. Le gène hétérologue alaD d'alanine déshydrogénase de Bacillus sphaericus a été exprimé dans Lactococcus lactis grâce au système NICE. L'alanine produite dans ces conditions est un racémique L- et D- à cause de la présence du gène de racémase alr. On a donc inactivé ce gène pour ne plus avoir que de la L-alanine. 

On a ainsi prouvé qu'une réorientation majeure vers une voie normalement mineure d'utilisation du substrat était possible.

Les auteurs décrivent la production de "sucres" basses calories, mannitol, sorbitol, tagatose et tréhalose par des bactéries lactiques ou des propionibactéries. 

Leuconostoc mesenteroides produit du mannitol à partir de fructose par une réduction directe. On peut en obtenir dans d'autres bactéries lactiques en jouant sur les sucres fournis et en utilisant des souches dépourvues de déshydrogénase lactique et surproduisant la mannitol-phosphate déshydrogénase (MPDH). Il faut cependant doter ces bactéries du transporteur de mannitol de L.mesenteroides. 

On a pu faire produire, de façon similaire, du sorbitol par Lactobacillus plantarum, en surexprimant le gène de la sorbitol déshydrogénase, et en inactivant MPDH et LDH.

La production de tagatose est actuellement commercialisée par une firme danoise. Or il n'existe aucune source naturelle de ce sucre, à pouvoir édulcorant égal à celui du saccharose, mais très peu digestible par l'homme. La seule voie de production enzymatique connue est celle par isomérisation enzymatique à partir de l'arabinose. On peut, par ailleurs, utiliser la voie fermentaire dite du tagatose à partir du lactose, et en faisant intervenir les gènes lacABCD de l'opéron lactose de L.lactis.

En ce qui concerne les vitamines, ce sont surtout les folates, la cobalamine (B12) et la riboflavine qui peuvent être produites. 

Les légumes et les produits laitiers (on en trouve 20 à 50 µg/L dans le lait pour un besoin de 200 µg/jour), sont les principales sources de folates dans l'alimentation. C'est un co-facteur essentiel pour les bactéries, où il est donc présent de façon relativement ubiquitaire. 

On trouve jusqu'à 150 µg folate/L dans les yaourts, et c'est surtout Streptococcus thermophilus qui en est responsable. Les Propionibacterium bien connues pour leur production de vitamine B12, en produisent également, parfois plus que St. thermophilus. En effet, il existe une grande variabilité dans cette production entre espèces et souches. Par ailleurs, parmi les propionibactéries on peut constater une accumulation intracellulaire ou une sécrétion dans le milieu. Dans le cas de la souche prototype L. lactis MG1363, on a accumulation intracellulaire de 90% des folates synthétisés à cause de la polyglutamylation. L'expression d'une -glutamyl hydrolase de rat ou humaine inverse les proportions. Tous les gènes de la voie des folates sont connus chez cette souche, ce qui permet de s'intéresser à la surproduction de la vitamine. Cela a été réalisé dans une souche du NIZO, NZ9000.

Pour la vitamine B12, les propionibactéries sont connues comme de bonnes productrices et trois microorganismes sont utilisés pour une production commerciale : Pseudomonas denitrificans, Bacillus megaterium et Propionibacterium. L'avantage de cette dernière est qu'elle est "food grade" et la vitamine est produite dans les aliments, ou peut y être ajoutée. La production est de l'ordre de 10 to 35 mg/L. à partir de lactosérum et la bactérie peut être incorporée dans des fromages. (voir www.nutracells.com)
Enfin la riboflavine se trouve dans nombre d'aliments animaux et végétaux. Des carences sont surtout observées dans le tiers-monde et lors de traumatismes importants comme des brûlures importantes. L'origine de la vitamine influe de façon importante sur sa biodisponibilité. Elle est présente sous une forme co-enzymatique (liée à une protéine) dans le lait. Une fermentation du lait de vache par L. lactis et Propionibacterium freudenreichii shermanii accroît la disponibilité de la vitamine dans le lait. Comme c'est sous la forme libre elle est beaucoup plus disponible que dans le lait brut non fermenté. La séquence de L.lactis indique que tous les gènes de synthèse sont présents dans cette bactérie.

Une partie de la revue est également consacrée à la production de prébiotiques par les bactéries lactiques. 

Les fructo-oligosaccharides (FOS) sont des -D-fructanes de différentes longueurs, dont l'inuline des composées est un exemple. Cette dernière stimulerait la prolifération des bifidobactéries. ce ne sont pas les seules car les galacto-oligosaccharides, gluco-oligosaccharides, transgalacto-oligosaccharides, isomalto-oligosaccharides et xylo-oligosaccharides ont un peu le même effet bifidogène. Il en existe dans les parois des bactéries. 

Des homopolysaccharides comme des dextranes, mutanes et levanes sont produits par plusieurs espèces de Lactobacillus, Streptococcus et Leuconostoc. les exo-polysaccharides (EPS) de Lactococcus ont fait l'objet de revendications nutraceutiques comme dépresseur des cholestérols, immuno-modulateurs et même comme antitumoraux. Mais aucun démonstration de l'effet positif des EPS de lactocoques sur la prolifération des Bifidobacterium n'est disponible. On a probablement un effet "fibre". On a déjà des études sur la production des EPS à des fins de texturation des produits laitiers. 

Il existe également des possibilités passant par des bioconversions. C'est le cas de Propionibacterium freudenreichii shermanii pour la conversion de l'acide linoléique en acide conjugué.
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La sécurité alimentaire

101. Les intoxications botuliniques humaines dues à des conserves insuffisamment stérilisées sont spectaculaires et sont le plus souvent dues aux types A et B. Le type E, plus rare, provient de produits issus de poissons. Les types C et D ne sont pas toxiques pour l'homme, mais le sont pour certains animaux comme les bovins et peuvent provenir, dans ce cas de fientes de poulet (source d'azote) insuffisamment stérilisées. C.botulinum est une anaérobie strict sporulante très répandue dans la nature et dont les spores contaminent, par conséquent, fréquemment les aliments. La toxine est une neurotoxine s'attaquant à la libération d'acétylcholine aux jonctions neuromusculaires. On trouvera dans P Fach et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5870-5876, une étude par des chercheurs de l'AFSSA et de l'INRA sur la présence de Clostridium botulinum dans des poissons du Nord de la France, ainsi que d'échantillons de l'environnement correspondant. Ils ont recherché les Clostridium botulinum des types A, B, E, et F par une technique couplant PCR des gènes codant la neurotoxine et ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). En effet l'énumération bactérienne normale nécessite des installations anaérobies ce qui n'est guère pratique pour des analyses de routine et les seuls essais pratiques sont un test sur souris. Les deux techniques donnent des résultats similaires et la nouvelle technique est finalement plus facile à mettre en œuvre et ne soulève pas l'ire des antivivisectionnistes. 

Les résultats indiquent des contaminations faibles chez 31 des 214 échantillons. Les pratiques industrielles ne semblent pas en cause. Le résultat le plus surprenant est l'importance du pourcentage de type B alors qu'usuellement on trouve surtout des Cl.botulinum de type E chez les poissons où cette souche non protéolytique pousse à la température de réfrigération (5°). Il faut remarquer à ce propos que, jusqu'à un passé récent, les conserves de sardines étaient faites avec de l'huile d'olive qui contient un glycoside (glucose couplé à un phénol donnant le goût amer de certaines variétés d'olives vertes), appelé oleuropéine, qui est un antiseptique contre Clostridium botulinum, notamment de type E. Les autres huiles végétales qui prolifèrent à cause de leur coût inférieur, n'ont pas ce pouvoir. L'étude a été réalisée après qu'une sérieuse épidémie de botulisme de type E ait affecté un élevage aviaire dans l'estuaire de la Canche en 1996 dont on avait accusé des farines de poisson dans l'alimentation, du fait du type E. 
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102. On trouve de très nombreux sérotypes d'Escherichia coli à shigatoxine dans des bovins apparemment sains d'Australie. MA Hornitzky et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 6439-6445..
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103. Des Escherichia coli produisant une shigatoxine (STEC) O118:H16 et O118 [H16] (aflagellées) multirésistantes ont été isolées de bovins et humains dans plusieurs pays européens. Sur 48 STEC O118:[H16], 98% étaient résistantes à la sulfonamide, 96% à la streptomycine, 79% à la kanamycine, 75% à la tétracycline, 67% à l'ampicilline, 60% au chloramphénicol, 48% au trimethoprim et 10% chacune à la gentamicine ou à l'acide nalidixique. Les O118:[H16] semblent correspondre à un unique clone. Les gènes de résistance ont été caractérisés, avec leurs mutations. 

Les analyses indiquent une propension des souches O118 [H16] à acquérir et maintenir des multirésistances, contrairement à d'autres sérotypes. H Maidhof et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5834-5842. 
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L'Environnement

104. L'utilisation des réseaux ADN dans des analyses toxicogénomiques, avec leurs applications en écotoxicologie font l'objet d'une revue de NF Neumann et al.; Biotechnology Advances 20 (DEC02) 391-419.

Le but de ce type d'études est d'analyser les voies métaboliques entraînant la toxicité d'une substance. On établit les profils transcriptionnels en présence du toxique et on compare les profils d'une substance dont on veut prévoir la toxicité avec ceux d'un toxique connu et on en déduit (avec les précautions d'usage) la toxicité éventuelle. 

Mais tout ceci repose sur des postulats qui demandent souvent à être vérifiés. L'une des difficultés est que l'on ne peut étendre, à des effets cumulatifs sur une longue durée, une image instantanée d'expression. Il est donc indispensable d'établir des profils tenant compte du temps (et de l'espace avec les différents tissus, un toxique étant souvent plus spécifique de certains tissus). 

Si on veut étendre la technique à l'écotoxicologie la superposition de ces données avec les effets de la variabilité des génotypes, des phénotypes ainsi que de l'environnement des cibles rend l'interprétation encore plus risquée.

Il est donc évident qu'une validation expérimentale est indispensable. L'auteur cite les modèles de toxicité des métaux lourds pour les organismes aquatiques (Biotic Ligand Model) où les profils d'expression peuvent être associés aux données géochimiques, pharmacocinétiques et physiologiques pour prévoir la toxicité.
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105. On trouvera dans G Pandey et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5789–5795, une revue sur le rôle de le chimiotactisme dans le déroulement des bioremédiations. En règle générale, les attractifs sont les substrats utilisables, alors que les répulsifs sont généralement des toxiques. Mais il existe de très nombreux cas de tropismes indépendants du métabolisme, notamment chez E.coli, des Salmonella, Bacillus subtilis et des Pseudomonas. Chez E.coli quatre des cinq chimiorécepteurs indépendants du métabolisme sont des homologues transmembranaires: Tar pour l'aspartate, Tsr pour la sérine, Trg pour le ribose et le galactose et Tap pour les peptides. Ce sont des protéines dites MCPs (Methyl-accepting Chemotaxis Proteins) avec un domaine capteur extracellulaire et un domaine signalisateur intracellulaire basculant le sens de rotation du flagelle. 

E. coli possède également une chimiotactisme métabolisme-dépendant envers la proline, le glycérol et le succinate. On retrouve de tels tactismes chez Azospirillum brasilense, où ils ont été analysés en détail. on y a démontré que les analogues non métabolisables d'attractifs métabolisables laissent la bactérie indifférente, que l'inhibition du métabolisme des attractifs métabolisables annule le tactisme, et que la présence d'un attractif métabolisable annule le tactisme vers tous les autres. Dans les autres cas les études ont seulement porté sur les sucres. 

La revue est orientée vers l'utilisation de ces tropismes. La biodégradation de substances, notamment hydrophobes, cloîtrées spatialement dans le milieu suppose une convergence des bactéries susceptibles de les dégrader vers ces sites. Il faut ensuite qu'elles ne puissent être lessivées, d'où l'utilité de la formation de biofilms, or les flagelles sont nécessaires à cette formation. Les auteurs analysent le chimiotactisme vers les aromatiques et, en particulier, vers le naphtalène, vers les chloro- et nitroaromatiques. Le problème de la répulsion des organismes pour les toxiques, mais aussi bien d'autres substances dont on ne comprend pas la raison, est abordé. Ce chimiotactisme négatif a été découvert en même temps que le positif, mais les mécanismes restent encore très peu étudiés. Chez E. coli ces tactismes négatifs sont très nombreux: envers des acides aminés, des acides gras, les indoles et leurs analogues, les alcools aliphatiques, les composés aromatiques, les acides, bases, les sulfures et des ions inorganiques.

E.coli est attirée par le phénol alors que c'est un répulsif pour Salmonella Thyphimurium. Chez E.coli la réponse positive est assurée par Tar, alors que la réponse négative (qui est "récessive" par rapport à celle conditionnée par Tar) est assurée par Trg et Tap.

On retrouve quand même le fait que l'attraction pour des substances métabolisables a été sélectionnée par l'évolution. Il suffit d'examiner les comportements opposés d'E.coli et P.putida vis à vis du benzoate et du salicylate. Ces deux polluants sont des répulsifs pour E.coli. Ils sont toxiques pour E.coli dont la membrane leur est perméable ce qui abaisse le pH cellulaire. P.putida sait utiliser ces deux polluants parmi bien d'autres aromatiques, comme source d'énergie et de carbone. Son chimiotactisme est positif.
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106. Les benzothiazoles (BTs), sont utilisés sous différentes formes substituées, notamment comme herbicides (Methabenzthiazuron), fongicides en scierie et tannerie ou algicides. Ce sont également des intermédiaires en chimie et on utilise les mercaptobenzothiazole en vulcanisation des caoutchoucs. Ils sont donc très répandus dans la nature, mais sont difficilement biodégradables. 

Des chercheurs de Clermont-Ferrand associés à des chercheurs de Leeds et de Berlin ont étudié la dégradation du benzothiazole par une souche de Rhodococcus pyridinovorans. Ils ont caractérisé tous les intermédiaires de la dégradation. Ils montrent qu'une catéchol 1,2-dioxygénase et probablement une catéchol 2,3-dioxygénase sont impliqués selon les conditions de culture. N Hanoune et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 6114-6120.
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107. Des chercheurs canadiens décrivent un bioréacteur avec partition en deux phases utilisant un Enterobacter cloacae permettant de détruire la hexahydro-1,3,5-trinitro-1,3,5-s-triazine (l'explosif bien connu sous le nom de RDX). Il s'agit de désarmer des munitions périmées. Cet explosif a été utilisé depuis la seconde guerre mondiale dans des détonateurs, des mines, des propulseurs de fusées et comme plastic. La plupart des études, jusqu'à présent ont été centrées sur les contaminations des sols et des aquifères, mais des tonnages considérables sont encore stockés dans diverses munitions et les risques des explosions font rechercher une voie alternative de destruction. 

Le principe des réacteurs à deux phases est connu: on utilise une phase organique non miscible à l'eau mais biocompatible dans laquelle on dissout de grandes quantités du toxique et une phase aqueuse dans laquelle est disposé le microorganisme dépollueur et où diffuse lentement le toxique au fur et à mesure que le microorganisme le consomme. Cette technique a été utilisée dans le cas du styrène, du pentachlorophénol et de divers aromatiques. Dans le cas du RDX et pour des raisons de coût, c'est la 2-undécanone qui a été choisie comme solvant hydrophobe qui peut être recyclé. 

E.cloacae ATCC 43560. a été initialement utilisée pour la dégradation aérobie du pentaerythritol et d'un autre explosif le TNT. La nitroréductase de la bactérie possède la qualité d'être insensible à l'oxygène et de dégrader le RDX.. IB Pudge stal. ;Journal of Biotechnology 100 (09Jan03) 65-75.
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108. Des chercheurs montrent que Rhodanobacter BPC1 (un membre du groupe Rhodanobacter lindaniclasticus) est un constituant d'un consortium consommant les fuites de gazole lourd et qu'il y occupe une niche particulière. Il rend le benzo[a]pyrene disponible pour les autres membres du consortium en poussant sur des produits de ces derniers. RA Kanaly et al.; Applied & Environmental Microbiology 68 (DEC02) 5826-5833.
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109. L'idée d'associer des Rhizobium modifiés pour capter les métaux lourds à des Légumineuses est venue à des chercheurs japonais. R Sriprang et al.; Journal of Biotechnology 99 (13NOV02) 279-293. Ils ont fait exprimer la métallothionéine tétramérique humaine dans Mesorhizobium huakuii subsp. rengei B3, symbiote d'Astragalus sinicus. Le gène a été fusionné avec les promoteurs de nifH ou nolB, entraînant une expression dans les nodules. L'expression a été constatée dans les bactéries libres sous induction par le Cd++ et le Cu++ en faible pression partielle d'oxygène, mais seul le Cd++ est accumulé. Astragalus sinicus est utilisée comme fertilisant biologique dans les rizières.
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110. On trouvera dans M Weih et al.; Biomass and Bioenergy 23 (DEC02) 397–413, une étude sur l'utilisation de divers clones de saules pour la biomasse d'une part, et des phytoremédiations de l'autre. C'est un travail très classique, mais assez complet sur les conditions de croissance et d'utilisation.
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La sécurité génétique

111. Le gène chromosomique d'une -lactamase de l'environnement a été transféré sur un plasmide et ainsi mobilisé. On le retrouve maintenant dans des souches hospitalières de Salmonella enterica, d'abord puis, plus récemment, d'Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae, probablement longtemps après ce transfert. C Humeniuk et al.; Antimicrobial Agents & Chemotherapy 46 (SEP02) 3045-3049.
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112. La coexistence de Staphylococcus aureus résistantes et sensibles à la gentamicine introduit une résistance due à un facteur sécrété par les résistantes dans le milieu. Ces bactéries résistantes souffreteuses ne forment que de petites colonies, mais leur présence est bien utile au reste de la population, sensible, qui reprend rapidement le dessus quantitativement. RC Massey et al.; Current Biology 12,n°20 (15OCT02) R686-R687. Ceci a forcément des conséquences sur la façon d'envisager l'évolution des populations bactériennes face aux antibiotiques ambiants. 
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La Vie des Sociétés

113. On trouvera dans Nutraceuticals World (NOV02) plusieurs analyses des marchés des nutraceutiques.
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114. Devant la réduction des ventes de produits classiques du soja, Archer Daniels Midland réduit ses capacités de trituration et se lance dans des dérivés plus lucratifs. Plusieurs installations américaines sont fermées ou voient leur capacité réduite. Les exportations vont être stimulées. La firme se réoriente vers des ingrédients alimentaires spéciaux, des nutraceutiques (comme la vitamine E et des stérols) et des produits cosmétiques. L'ADM Specialty Oils and Fats Group vient d'être individualisé. Elle utilisera les installations d'ADM Noblee à Hamburg, SIO à Arras, et du North American group à Quincy, Illinois. ADM News (16DEC02).www.admworld.com
La société annonce le lancement d'une nouvelle huile de cuisson, appelée Enova ™, utilisant le savoir faire de la compagnie japonaise Kao, via sa filiale américaine Andrew Jergens Company. Cette huile, destinée à lutter contre l'obésité, sera produite dans le cadre d'une société à capital partagé ADM Kao constituée en Juin 2001. Cette huile est commercialisée depuis 1999 au Japon. C'est une huile de soja et de colza enrichie en diacylglycérol. Cette composition réorienterait les huiles vers une utilisation énergétique directe, au lieu d'une incorporation dans les adipocytes. Elle sera produite à Decatur (Ill) et commercialisée dans certaines régions des Etats-Unis (ainsi que sur le Net!!!), dès ce mois. ADM News (03DEC02).
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115. Affymetrix, Stanford University et Incyte semblent avoir réglé leurs différents. Affymetrix Press Release (06DEC02) via PRNewswire-FirstCall.

SPA Fodor, le fondateur d'Affymetrix en 1993, avait décrit, en 1991, la production de réseaux sur verre par photolithographie chez Affymax dont est issue Affymetrix. En 1994, Affymetrix a produit les premiers réseaux ADNs.

PO Brown de Stanford a, lui, décrit en 1996 sur Internet, le dépôt mécanique sur verre, par un robot, des sondes dans le but de faciliter le montage de réseaux particuliers par les chercheurs.

Les trois parties reconnaissent que la divulgation des techniques de Stanford a permis de vulgariser la technique au bénéfice de tous, y compris Affymetrix. 

Les résultats d'Affymetrix illustrent ces propos avec quatre trimestres consécutifs bénéficiaires. Affymetrix Press Release (23OCT02). Le dernier trimestre a vu la vente de 98 000 réseaux GeneChip™ et de 4 systèmes complets par semaines (portant le nombre total d'installations à 740). Les revenus de licences, etc… sont stables à 5 millions de dollars, comme les dépenses de recherches qui se montent à 16,7 millions de dollars. Le deux centième brevet vient d'être accordé.
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116. atugen AG, une compagnie de génomique fonctionnelle de Berlin spécialisée dans les voies affectées dans des processus pathologiques travaille pour Agouron Pharmaceuticals, Altana Pharma, Arena Pharmaceuticals, AstraZeneca, Axys Pharmaceuticals, Bayer, Boehringer Ingelheim, Kinetec, Millennium Pharmaceuticals, Novo Nordisk, Oxford Glycosciences, Pfizer, Roche Biosciences. Elle utilise abondamment les collaborations. Elle a, en particulier, valider des cibles dans la voie des PI3 kinases. Elle commercialise des antisens, des siRNAs améliorés et des ribozymes. atugen Press Release (05NOV02).
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117. On trouvera dans le Press Release du 13NOV02 de Bayer CropScience, la liste des produits, avec leur secteurs géographiques de vente, cédés à la firme israélienne très active Makhteshim-Agan, ainsi que ceux cédés à BASF, tandis que l'herbicide Everest® a été cédé à Arvesta de San Francisco. Press Release (18SEP02).
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118. Cargill élargit son catalogue d'amidons destinés aux produits subissant un traitement thermique. Ils jouent sur les caractéristiques physiques du produit. Il s'agit en particulier d'amidons de manioc destinés aux soupes et sauces. Press Release (23DEC02). 

Cargill Soy Protein Solutions commercialise sa préparation sans amertume et plus soluble de protéines de soja pour boissons. Prolísse™. Cargill Presse Release (10DEC02).Cargill Health & Food Technologies a lancé ses préparations d'isoflavones de soja sous le nom d'AdvantaSoy™ Compress™ comme supplémentation alimentaire. Cargill Nutraceuticals Press Release (18NOV02)
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119. Diversa aurait atteint tous ses objectifs pour l'année en cours dans le cadre de son accord avec Syngenta et la joint venture commune Zymetrics. Diversa Press Release (19DEC02). Zymetrics doit développer et commercialiser, dès l'année prochaine, des produits basés sur des techniques enzymatiques destinées à améliorer le contenu nutritionnel des aliments pour les animaux et minimiser l'impact environnemental de certains déséquilibres, ce qui veut dire phytases. 

La société a signé un nième accord de prospection avec l'Australie cette fois. Diversa Press Release (18DEC02).

Un accord plus complet avec Syngenta devrait être prochainement signé après accord des autorités. Diversa Press Release (08DEC02). Syngenta va déplacer son centre de génomique des plantes de Torrey Mesa Research Institute de La Jolla à Syngenta Biotechnology au Research Triangle Park de North Carolina. Les employés actuels seront ventilés entre ce dernier centre et celui de Diversa à San Diego. 
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120. DuPont annonce que ses 200 000 EST du blé seront disponibles sans restriction via GenBank. DuPont Press Release (09DEC02).
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121. Agennix et DSM Pharmaceutical Products ont annoncé la mise en route d'une usine de production de lactoferrine humaine recombinante à Capua.
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122. Syngenta va abandonner les négociations controversées avec l'Indira Gandhi Agricultural University à Raipur, Chhattisgarh, sur l'accès aux ressources génétiques du riz de cette université. Cet accès aurait été compensé par un financement d'un montant non divulgué provenant de la firme suisse, et de royalties portant sur 7 ans de ventes de semences qui dérivent de cette collection de 19 000 accessions. Les controverses portent sur la propriété des semences. En effet, cette collection, assurée par RH Richharia, depuis les années 70s est considérée, par les opposants à l'accord, comme un bien national et non pas privé de l'Université. Les autorités, et notamment l'Indian Council of Agricultural Research, ne sont, par ailleurs, pas heureuses que ces négociations ne lui aient pas été notifiées. 

Le porte-parole de Syngenta dans le pays indique que ces négociations étaient exploratoires et avaient pour objectif de construire des hybrides intéressant le pays. Il a indiqué que la firme avait déjà 35 collaborations en cours dans le pays, mais s'est bien gardé de les désigner. KS Jayaraman; Nature 420 (12DEC02) 596.
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La Politique

123. La Chine, après une période très active d'autorisations de cultures transgéniques revient en arrière en instaurant des examens plus approfondis en vue de s'assurer de la sécurité génétique des propositions de ses propres chercheurs et de firmes étrangères. D Yimin et al.; Science 298 (20DEC02) 2317-2319. Certains y voient également une volonté de limiter la domination des semenciers américains., et d'une précaution pour les exportations chinoises vers les pays soupçonneux
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124. Une décision curieuse exclue les essais de sécurité au champ des plantes transgéniques du débat sur l'évaluation de ces risques en Grande-Bretagne. Trois initiatives ont été lancées, l'une au champ, l'autre sur les bénéfices économiques de telles cultures et la troisième est un débat public. Or les résultats des essais ne seront pas disponibles à temps, ce que l'on savait, et le gouvernement veut statuer avant juin. En fait, l'argument avancé par le gouvernement est que c'est une étude très complète, mais ponctuelle, avec les seuls effets sur la flore environnante qui est menée. Il y a beaucoup de contradictions, mais comme on sait qu'empiler étude sur étude est une stratégie dilatoire souvent utilisée, le gouvernement veut certainement échapper à ce cercle vicieux, étude ou pas. D Adam; Nature 420 (05DEC02) 453.
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125. La nouvelle réglementation sur la biosécurité devient cauchemardesque aux Etats-Unis. Elle réglemente les activités de 20 000 scientifiques dans près de 1000 laboratoires avec, à la clé des sanctions très lourdes en cas de manquement (amendes et prison). Une liste, sans cesse croissante, d'opérations de recherches devant être signifiées est en train d'entrer en vigueur. D Malakoff; Science 298 (20DEC02) 2304. Les réponses des commissions d'enquête sur les scientifiques étrangers coupent les laboratoires concernés de cette source souvent gratuite de cerveaux d'œuvre, car ils ne savent pas quand l'autorisation leur sera donné. Les National Academies demandent que les scientifiques séjournant fréquemment dans les laboratoires américains soient affectés d'un statut "precleared" et qu'on octroie un visa spécial pour tous eux qui sont bien connus, quitte à ce qu'un dialogue s'établisse dans les cas posant problème. D Malakoff; Science 298 (20DEC02) 2305-2307. Il y a de quoi inciter les scientifiques à s'occuper d'autre chose, ce qui n'est certainement pas ce qui est recherché.

En sens inverse l'appât de contrats juteux peut être efficace (E Check; Nature 420 (26DEC02) 736). L'essentiel des 1,36 milliards de dollars pour 2003 va aller au NIAID (National Institute of Allergy and Infectious Diseases). Cet institut va consacrer 190 millions de dollars à des laboratoires de haute sécurité biologique qui sont actuellement en nombre beaucoup trop réduit pour permettre toutes les recherches actuellement possibles sur les agents hautement infectieux. 

En réalité les appels d'offres sont plus large que la seule biodéfense, avec un intérêt pour les maladies émergentes ainsi que sur des thèmes associés, comme l'immunité innée, du fait de sa large spécificité. 

Un des gags de la situation est que le NIH travaille, en réalité, avec un budget classique constant, et que les fonds supplémentaires alloués par le congrès à la biodéfense sont embourbés dans les instances budgétaires (est-ce original?). Par ailleurs, le nouveau Department of Homeland Security (DHS), créé en novembre dernier, doit être impliqué dans l'établissement des priorités, mais il n'en pas encore la capacité et son rôle exact est encore dans les limbes. Les chercheurs pensent que des menaces beaucoup plus immédiates comme la progression foudroyante du virus West Nile vers l'Ouest des Etats-Unis n'est pas une simple menace, mais une réalité préoccupante. Les thèmes envisagés par NAID couvrent, malgré tout, ces préoccupations, mais le DHS sera-t-il d'accord?

De toute façon le programme consistant à cataloguer tous les microorganismes dangereux détenus et échangés par les laboratoires (Laboratory Registration/ Select Agent Transfer Program) du CDC d'Atlanta, n'arrive pas à fonctionner correctement, selon une enquête du Congrès. Le General Accounting Office affirme qu'il ne s'agit pas seulement de constituer une liste des échanges, mais bien des laboratoires détenteurs de microorganismes des listes officielles d'organismes dangereux. Une des difficultés est psychologique et très importante, car le CDC a une longue tradition de collaboration avec des laboratoires extérieurs. S'il est chargé des réglementations, cette confiance assez étonnante des laboratoires dans cette institution va être altérée et pour de nombreuses années. E Check; Nature 420 (05DEC02) 451.

Cela fait penser au problème que rencontrent les compagnies aériennes et les constructeurs aéronautiques qui avaient lancé, il y a peu d'années une base de données sur les erreurs techniques commises par leurs employés, mais de façon anonyme, pour avoir une vue globale du fonctionnement du système et l'améliorer. Quand la justice a voulu se saisir de ces données pour sanctionner les manquements, le système est allé à vau-l'eau. 
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126. La nouvelle réglementation sur la biosécurité devient cauchemardesque aux Etats-Unis. Les réponses des commissions d'enquête sur les scientifiques étrangers coupent les laboratoires concernés de cette source souvent gratuite de cerveaux d'œuvre, car ils ne savent pas quand l'autorisation leur sera donné. Les National Academies demandent que les scientifiques séjournant fréquemment dans les laboratoires américains soient affectés d'un statut "precleared" et qu'on octroie un visa spécial pour tous eux qui sont bien connus, quitte à ce qu'un dialogue s'établisse dans les cas posant problème. D Malakoff; Science 298 (20DEC02) 2305-2307.
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