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>La construction de cellules synthétiques est
une discipline qui se développe rapidement. Dans
cette revue, nous discutons de I’état des lieux de
I"approche constructive dite par le bas, en par-
ticulier de la fabrication de cellules minimales.
Trois démarches expérimentales sont utilisées
pour assembler des cellules a partir de machines
moléculaires. La construction de protocellules
explore des questions reliées a I'origine de la vie
cellulaire a partir de molécules prébiotiques. La
construction de cellules dites minimales a par-
tir de molécules naturelles consiste a intégrer
I"information ADN et un métabolisme simple dans
des vésicules avec I"objectif ambitieux d’obtenir
un compartiment capable de se reproduire sur
la base d’un génome minimal. Uapproche cel-
lule artificielle vise a assembler des comparti-
ments de tailles cellulaires capables de réaliser
des fonctions biologiques tout en intégrant des
molécules synthétiques. Ces trois démarches,
multidisciplinaires et complémentaires, génerent
de nouvelles idées pour les biotechnologies et la
médecine. <

Pourquoi construire des cellules synthétiques

L'autoreproduction des cellules vivantes est une pro-
priété unique de la matiére. U'autoreproduction est
tres compliquée a comprendre parce qu’une cellule naft
d’une autre cellule, comme ’a observé R. Virchow en
1859 : « omnis cellula e cellula » [1]. A ce jour, aucune
cellule rudimentaire n’a été découverte qui puisse nous
renseigner sur les mécanismes primitifs de la répli-
cation de cellules programmées par I’ADN. Une fagon
de comprendre la logique de I"autoreproduction est
d’essayer de construire une cellule synthétique a par-
tir des molécules ou des machineries moléculaires, de
cellules simples comme les bactéries. Ce type de projet
tres ambitieux est devenu techniquement concevable
ces deux dernieres décennies avec en particulier, les
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progres de la biologie moléculaire (syntheése et séquencage de I’ADN)
et de la physique de la matiére molle (physique des amphiphiles,
mécanique de la cellule). Il est aujourd’hui envisageable d’assembler
des molécules biologiques avec I’objectif de fabriquer une vésicule
lipidique capable de se diviser et de grossir dans le temps [2, 3]. Ce
domaine de recherche doit fournir des informations sur la logique de
I’autoreproduction tant sur le point biologique que physique. C'est
aussi une aire de recherche multidisciplinaire propice au développe-
ment de nouvelles technologies, en particulier pour les biotechnologies
et la médecine. La construction de cellules synthétiques, par exemple,
peut aider a la mise au point de nouveaux senseurs membranaires et
servir de véhicule pour I'administration de médicaments.

Plus généralement, la synthese de processus biochimiques in vitro
est une méthode utile a la compréhension des systémes complexes
codés par des réseaux biologiques. Ce type d’approche permet de
saisir, par construction, le lien coopératif entre les machines molécu-
laires formant les cellules vivantes et de caractériser le répertoire et
les réseaux biochimiques trouvés en biologie. L'objectif est aussi de
développer une connaissance quantitative du vivant et d’étendre les
propriétés des systemes naturels. La construction de réseaux biochi-
miques acellulaires a partir de protéines, d’ADN et d’autres cofacteurs
biochimiques est un sujet de plus en plus populaire [4]. Dans cette
ligne de recherche, I'un des projets les plus ambitieux est la fabrica-
tion d’une cellule a partir de molécules.

On peut dégager trois démarches expérimentales pour assembler des
cellules synthétiques en partant des composantes moléculaires et
ce malgré un vocabulaire souvent confus: cellule artificielle, cel-
lule minimale, protocellule, semi-cellule, cellule réduite, coacervat
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(gouttelette contenant un colloide riche en composés organiques, et
entourée d’une membrane de molécules amphiphiles), « cellular imi-
tations », cellule partielle et autre jargons ont été introduits [5-12].
Uapproche protocellule explore I'origine de la vie a travers la construc-
tion de cellules faites de molécules prébiotiques. Les protocellules
les plus simples ne contiennent pas d’information génétique et sont
seulement fondées sur le métabolisme et 'auto-assemblage [13].
La membrane est composée d’acides gras qui, par exemple, ont été
retrouvés dans des fragments de météorite [14]. Les protocellules
plus sophistiquées, dépourvues de machines moléculaires complexes,
incorporent des peptides ou de I’ARN comme information. U'objectif
est d’établir des scénarios d’émergence de la vie cellulaire dans des
conditions prébiotiques, de la formation de compartiments microsco-
piques a leur croissance et reproduction [15, 16].

La cellule artificielle consiste a mettre ensemble des molécules natu-
relles et synthétiques pour concevoir des compartiments microsco-
piques programmeés pour des fonctions spécifiques. €n utilisant des
éléments artificiels, cette approche a aussi pour objectif d’étendre les
propriétés des systémes naturels [17]. Par exemple, la membrane des
polymersomes (compartiment de taille cellulaire dont la membrane
est faite de copolyméres & blocs!) est beaucoup plus robuste que
les bicouches lipidiques naturelles [18-21]. Ces compartiments sont
utilisés comme transporteurs de molécules et servent aussi de micro-
réacteurs. De nombreuses applications de ces polymersomes sont
développées, notamment pour administration de médicaments [22].
Enfin, et c’est I'objet de cette revue, la construction de cellules dites
minimales cherche a faire avancer notre connaissance de I"autorepro-
duction cellulaire par "assemblage de compartiments microscopiques
composés de molécules naturelles, le tout codé par un génome ADN le
plus petit possible pour la reproduction du compartiment [11, 12]. ap-
proche par le bas cherche a révéler les liens coopératifs entre les trois
blocs moléculaires nécessaires a I'autoreproduction [13] : 'information
ADN, le métabolisme et I’auto-organisation (comme la membrane et le
cytosquelette). Il va de soi qu’une cellule minimale est un systéme fra-
gile construit en laboratoire dans des conditions idéales.

Il est important de mentionner I’approche par le haut qui consiste a
réduire le génome d’un organisme au minimum tout en restant auto-
reproductif. Dans ce domaine, c’est au Craig Venter Institute que I'on
doit des avancées majeures. Cet institut a montré que le génome de la
bactérie Mycoplasma génitalium, I’'un des plus petits génomes connus,
pouvait étre entierement reconstruit in vitro en utilisant des méthodes
de clonage nouvelles, et ensuite étre utilisé pour reformer une cellule
capable de se reproduire [23, 24].

Cellule synthétique : théorie des automates et au-dela

Comment la théorie peut-elle aider a construire une cellule minimale
capable de se reproduire ? Devant la complexité des cellules vivantes,
méme des plus petites bactéries, on peut se demander comment pro-

céder pour en construire une a partir des molécules prises séparément.

! Assemblage de différents blocs de polyméres.
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Chose étonnante, la logique de I"autoreproduction
des automates développée par Von Neumann aide a
simplifier la vision du fonctionnement d’une cellule
vivante [25]. Von Neumann a été le premier a imaginer
qu’un automate capable de se reproduire, doit posséder
une bande linéaire contenant les informations, autre-
ment dit ’ADN génomique. Les trois autres parties de
'automate ont aussi des équivalents bien spécifiques
dans les cellules vivantes : la transcription-traduc-
tion, (le constructeur universel), la réplication de
I’ADN (le copieur) et la régulation de ces fonctions (le

contrdleur). Ce qui est remarquable,

(=) Voir P’article
d’Antoine Danchin,
m/s n° 5, mai 2008,
page 533

c’est que ce modeéle théorique ait été
développé avant la découverte de
’ADN et des autres machines molé-
culaires [26] (=9).

Bien qu’utile pour comprendre la logique de I'informa-
tion trouvée dans les cellules vivantes, Iarchitecture
des automates autoreproductifs ne saisit pas entiére-
ment Iessence de la vie unicellulaire, loin de la. Une
cellule ne se résume pas a un programme ADN.

La construction de cellules synthétiques « par le bas »
est confrontée a des questions fondamentales sur les
processus non génétiques. Par exemple, d’un point de
vue physique, "assemblage de protéines en structures
actives, I’entropie a travers I’encombrement molé-
culaire [27], les brisures de symétrie a des échelles
microscopiques [28] et les différentes phases liquide-
solide que les bicouches lipidiques peuvent adopter
[29] sont des mécanismes essentiels aux cellules
vivantes que la construction de cellules peut éclai-
rer. De méme, les questions et contraintes liées au
métabolisme ne sont pas abordées dans le modele de
Von Neumann. Un apport continu de composants de
base (nucléotides, acides aminés) est nécessaire aux
fonctions les plus basiques des cellules, méme avant
de récapituler autoreproduction. A Iinverse, I’élimi-
nation de produits moléculaires dérivés de ce méta-
bolisme est toute aussi importante. 'accumulation
de produits issus de I’hydrolyse de I’ATP par exemple,
inhibe rapidement I'activité des enzymes utilisant cette
source d’énergie chimique par le principe de charge
énergétique en adénylates, définie comme I’énergie
métabolique potentielle stockée par un organisme, ou
en d’autres termes, comme la charge d’une batterie
(ATP + 0,5 ADP) / ATP + ADP + AMP) [30]. Lactivité des
enzymes qui utilisent ’ATP dépend exponentiellement
de la charge énergétique. €n présence d’ATP seulement,
une réaction biochimique est chargée a 100 % (la
charge énergétique est égale a 1). €n absence d’ATP,
la charge énergétique est zéro. La construction d’une
cellule synthétique capable de se reproduire n’a pas
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Figure 1. Construction d’une cellule minimale par Uintégration de I’information,
métabolisme, et auto-assemblage. Des tdches essentielles a accomplir sont
indiquées pour chaque bloc. Pour 'information : le développement de systemes
d’expression acellulaire plus performants est une quéte permanente. La syn-
thése de circuits et régulations génétiques aux fonctionnements prévisibles, et
la réplication de I’ADN sont des étapes clés qui restent a réaliser. Métabolisme :
des progres ont été effectués pour la régénération de I’ATP, mais des métabo-
lismes plus performants doivent étre mis au point pour construire une cellule
synthétique robuste sur le plan de I’énergie chimique. La syntheése de phospho-
lipides pour la croissance membranaire est indispensable. Le milieu extérieur
dans lequel les liposomes sont faits doit étre adapté aux ressources néces-
saires, surtout dans les premieres étapes de développement. Auto-assemblage :
des cytosquelettes actifs pour la division et la forme asymétrique des liposomes
doivent étre construits, tout comme une membrane fonctionnelle intégrant des
canaux pour réguler les échanges intérieur/extérieur et la pression osmotique.
Les fonctions métaboliques et d’auto-assemblages doivent étre programmées

par le bloc information, a travers des régulations génétiques simples.

encore été accomplie, mais c’est un probleme difficile et stimulant des
les premieres étapes qui nécessite aussi le développement d’un milieu
extérieur adapté (nutriments, balance de la pression osmotique, etc.).

Cellule minimale par intégration des modules
information-métabolisme-compartimentation

La construction d’une cellule minimale consiste a incorporer dans une
vésicule lipidique les machines moléculaires nécessaires a I’expression
d’un génome ADN réduit qui code pour les protéines nécessaires aux
fonctions essentielles a I'autoreproduction de la cellule synthétique.
Dans les premiéres étapes de construction, les substances nutritives
de base (acides aminés, nucléotides) sont ajoutées directement dans
la solution.
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U'approche adoptée par la plupart des groupes travaillant
sur ce sujet consiste @ intégrer trois blocs moléculaires
(Figure 1) correspondant aux trois processus fondamen-
taux : I’information ADN (génome minimal), le méta-
bolisme (substances nutritives de base, régénération
de I’énergie chimique sous forme d’ATP et de GTP) et la
compartimentation (membrane lipidique et auto-assem-
blage de structures actives nécessaires a I’autoreproduc-
tion) [3, 13]. Pris séparément, ces trois ensembles ont
déja fait 'objet de progrés importants tant techniques
que dans la compréhension de leurs mécanismes. C’est
I’intégration et la connexion de ces trois blocs pour
construire un compartiment stable physiquement — la
cellule minimale — et capable de se reproduire, qui repré-
sentent les obstacles principaux [31].

La compartimentation

La limite physique du compartiment est une mem-
brane composée de phospholipides. La physique de
la matiere molle et la recherche médicale ont fourni
de nombreuses méthodes pour préparer des lipo-
somes de taille cellulaire (1-10 um de diamétre) [32].
Ces méthodes fonctionnent bien pour des solutions
aqueuses diluées. La fabrication de liposomes stables
contenant les machines moléculaires pour I'expression
de genes est beaucoup plus compliquée. €n effet, ce
processus requiert des réactions qui font intervenir des
sels en concentrations physiologiques (100-200 mm)
et des macromolécules (protéines, ribosomes, ADN) en
concentrations élevées qui réduisent considérablement
la stabilité et la production des liposomes. C’est un pre-
mier obstacle. Le second obstacle est le développement
d’une membrane fonctionnelle contenant des protéines
membranaires capables par exemple, de filtrer les
substances de base nécessaires a I’expression de genes
et d’équilibrer la pression osmotique. Lobjectif est que
ces fonctions soient « codées » dans un génome mini-
mal. L'expression de protéines membranaires in vitro
est encore limitée malgré des avancées récentes [33,
34]. €nfin, la division physique de la cellule minimale
repose sur I’assemblage d’un cytosquelette actif a la
membrane. Cette étape se heurte a la difficulté de
reproduire in vitro, ’encombrement moléculaire qui, par
effet de volume, exclu, favorise et accélére Iassem-
blage de telles structures dans les cellules vivantes
[27]. A cela s’ajoute un probléme de brisure de symétrie
puisque les liposomes sont sphériques et que la symé-
trie devra étre rompue pour que la division cellulaire
s’accomplisse. Des instabilités doivent étre produites a
la membrane (par réduction de la tension pour obtenir
une membrane souple) afin de rendre asymétrique I’as-
semblage du cytosquelette responsable de la division.
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Figure 2. Synthése de phage et circuit génétique avec un systéme d’expression acellulaire. A. Image de microscopie électronique de la synthese du

phage T7 dans un tube & essai, image adaptée de [40]. B. Transcription (TX), traduction (TL), réplication de I’ADN génomique et auto-assemblage

ont lieu simultanément, images adaptées de [40]. C. Schéma d’un circuit génétique composé de quatre cascades de transcription utilisant des

facteurs de transcription d’€. coli (6%, o

, 6%, 1a T7 ARN polymérase, de promoteurs respectifs [notes P] et la protéine rapporteur, eGFP (green

fluorescent protein), exprimée en dernier. La transcription commence par le promoteur P, avec un facteur de transcription présent dans la solu-

tion (67°), schéma adapté de [41]. D. La réponse de ce circuit est spécifique quand les ARN messagers synthétisés ont une durée de vie moyenne

ajustée a six minutes. Quand I"une des cascades est absente, la eGFP n’est pas exprimée (images adaptées de [41]).

Le métabolisme

In vivo, la synthése des substances nutritives de base et le recyclage des
produits dérivés est accomplie par des voies métaboliques complexes,
souvent couplées. Dans les premieres étapes de la construction d’une
cellule minimale, ces substrats de base sont directement ajoutés au
milieu réactionnel encapsulée dans les liposomes, ainsi que dans la
solution extérieure. La plus grande partie de I'énergie chimique (ATP,
GTP) est consommée dans la traduction de protéines. Chaque acide
aminé polymérisé nécessite deux ATP et deux GTP, ce qui est énorme. Par
le principe de charge adénylate, le vrai parametre d’énergie ATP, il est
connu que le recyclage de ’ADP et AMP (GDP et GMP) est aussi important
que le maintient de la concentration d’ATP. Enfin, la dégradation des
messagers et des protéines produites est essentielle pour le dynamisme
de I'information génétique. La mise en ceuvre et I’ajustement de I'inac-
tivation et de la dégradation des messagers et des protéines in vitro est
indispensable, ce qui est une tdche encore difficile a réaliser [35].
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Le génome minimal

La plupart des difficultés mentionnées pour la mem-
brane et le métabolisme peuvent étre résolues en
construisant un génome ADN minimal : celui-ci a pour
objectif d’assurer la robustesse mécanique en codant
pour une enveloppe cellulaire, de créer les voies essen-
tielles du métabolisme en codant des enzymes capables
d’exploiter des ressources de base (source carbone),
de permettre la réplication de I’ADN et la synthese de
phospholipides, etc. Différents travaux ont estimé a
entre 200 et 400 génes la taille du génome minimal
capable d’assurer I’autoreproduction d’un liposome
[36-40]. Techniquement, un tel génome peut étre
assemblé, puisque la construction moléculaire de
génomes synthétiques est possible [23]. Mais deux
difficultés principales émergent : la conception de la
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régulation nécessaire au fonctionnement d’un tel programme ADN et
son exécution initiale par des machines moléculaires. Faire fonctionner
in vivo des circuits génétiques élémentaires synthétiques construits en
laboratoire, méme s’ils sont composés de séquences codantes bien
caractérisées, est encore aujourd’hui un obstacle sérieux, quand bien
méme des progrés ont été réalisés récemment [41]. Le probléme réside
aussi dans le couplage de I’information digitale portée par ’ADN et de
la dynamique des processus liés a I’autoreproduction qui sont essen-
tiellement analogiques. Il n’est pas clair qu’en procédant comme des
ingénieurs, nous puissions construire un génome synthétique codant
pour "autoreproduction. Une alternative est de créer un génome pré-
sentant assez de variabilité pour étre modifié par I’évolution de fagon
a obtenir un génome stable codant pour I'autoreproduction. Pour
cela, la création de cycles d’évolution en laboratoire, en réalisant des
fusions-fissions sur des liposomes synthétiques, semble étre un point
de passage nécessaire, de méme que la réplication de I’ADN avec un
taux de mutations ajustable. Les techniques microfluidiques semblent
étre bien adaptées pour ce type d’expérience [42].

Les systémes acellulaires d’expression comme plateforme
expérimentale pour la construction de cellules minimales

Les systémes de production de protéines in vitro sont devenus récem-
ment des plateformes expérimentales utiles au développement de la
biologie synthétique [43]. A origine, ces systémes ont été développés
pour déchiffrer le code génétique [44]. Dans les années 1980 et 1990,
Putilisation de kits de production de protéines in vitro s’est générali-
sée pour I’expression simple de protéines hors cellule. Au cours de ces
dix derniéres années, cette technologie est devenue une plateforme
expérimentale pour la construction de systémes biochimiques in vitro
a des échelles tres variées : de I’évolution de protéines a la construc-
tion de réseaux génétiques [4]. Ces systémes sont aussi particuliére-
ment bien adaptés a la construction de cellules minimales puisqu’ils
contiennent les machines moléculaires nécessaires a la transcription
et la traduction. Les kits commerciaux permettent de produire 1 mg/
ml de protéines dans un tube a essai en quelques heures, ce qui
correspond a une concentration de 30 um de protéine comme I’eGFP
(enhanced green fluorescent protein). La concentration moyenne de
protéines cytoplasmiques chez €. coli est d’environ 0,5 um [45]. Par
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Figure 3. Expression acellulaire de canaux membranaires
et cytosquelette dans des liposomes. Les circuits géné-
tiques sont montrés au-dessus. A. Expression du canal
eB membranaire alpha-hémolysine (AH) marquée avec la
eGFP en utilisant un promoteur T7, images extraites de
[41]. B. Expression de la protéine MreB d’€. coli (MreB
et MreB marquée avec la yellow fluorescent protein
[YFP]) avec ou sans MreC. MreB forme un cytosquelette
(filaments) attaché a la membrane, seulement quand
MreC est aussi exprimée. Un marqueur fluorescent rouge
est ajouté pour marquer uniformément intérieur des

liposomes (images extraites de [49]).

conséquent, une cinquantaine de génes peuvent étre
exprimés avec ces kits a des concentrations perti-
nentes biologiquement. La synthese récente de phages
fonctionnels comme T7 (40 kbp, 60 génes) est une
démonstration de ce niveau d’expression. Des auto-
assemblages biologiques complexes programmés par
’ADN peuvent désormais étre réalisés dans des tubes
a essais (Figures 2A, B) [46]. Au regard de ce résultat,
la construction de réseaux génétiques synthétiques
in vitro reste limitée mais elle progresse rapidement
(Figures 2C, D) [47, 48].

Le développement de systémes d’expression encore plus
puissants est nécessaire a la construction de cellules
minimales. De tels travaux sont bénéfiques pour de
nouvelles applications in vitro comme la production
de molécules thérapeutiques tels que des vaccins [49,
50]. Lune des clés du développement de ce type de
recherche réside dans la création de nouvelles voies
métaboliques afin de stimuler et accroitre I"expression
in vitro. Les systémes les plus récents utilisent des
sources carbone (glucose, maltose) pour assurer la
régénération de I’ATP, ce qui permet d’atteindre un taux
de 2 mg/ml de protéines produites [51].

U'expression acellulaire de genes dans des liposomes
a été réalisée mais ces expériences ne concernent que
quelques genes rapporteurs. L'encapsulation de ces
réactions complexes est compliquée. A cela s’ajoute
I’hétérogénéité de I’encapsulation et donc de I'ex-
pression, d’un liposome a I'autre, quelle que soit la
méthode utilisée [52, 53]. Au-dela de I’encapsulation,
la construction d’une membrane active est un défi. Des
progres importants ont été réalisés dans I'expression
acellulaire de protéines membranaires, une aubaine
pour la construction de cellules minimales [54]. Cepen-
dant, la création d’une membrane vraiment fonction-
nelle, capable de filtrer les substances de base et de
répondre a des contraintes physiques ou biochimiques,
n’est pas encore une réalité. Des étapes importantes
ont déja été franchies, comme I'insertion de canaux



dans les membranes et la polymérisation d’un cytosquelette (Figure 3)
[55-57].

La réalisation de fonctions plus complexes comme la division ou la
réplication de I’ADN semble encore lointaine. Lutilisation de com-
positions phospholipidiques plus variées que la seule phosphatidyl-
choline (PC) pour la fabrication de liposomes, doit mettre en lumiére
I"importance de la membrane dans la formation de phases lipidiques
essentielles pour I"auto-organisation et la brisure de symétrie a des
échelles de quelques micrometres. Le travail fait sur les liposomes et
I’expression acellulaire favorise le développement de méthodes utiles
pour les biotechnologies comme par exemple le liposome display (affi-
chage sur liposome) qui permet de suivre I’évolution et la sélection de
protéines membranaires [58].

Conclusions

La syntheése « par le bas » d’une cellule minimale est encore un
objectif lointain mais des avancées significatives sont faites en
ce qui concerne les trois composantes moléculaires qui forment ce
puzzle complexe. Ce domaine de recherche favorise le développement
d’approches quantitatives et de plates-formes expérimentales pour
la biologie acellulaire. La construction d’une cellule minimale a partir
de molécules est aussi un terrain de jeu formidable pour la recherche
multidisciplinaire, de la physique molle a I'ingénierie métabolique, et
de la génomique a la théorie des automates cellulaires. De nouvelles
méthodes comme I’apprentissage par la machine, le haut débit et la
microfluidique semblent nécessaires pour accélérer la construction
et la compréhension de systemes biochimiques complexes in vitro qui
bénéficieront aux biotechnologies et a la médecine. ¢

SUMMARY

Construction of synthetic cells: from basic questions to applications
The construction of synthetic cells is a rapidly growing discipline. In
this review, we discuss the last advances of the bottom-up construc-
tive approach, in particular the construction of minimal cells. Three
different paths are used to assemble cells from molecular components.
The construction of “protocells” explores questions related to the origin
of life using prebiotic molecules. The construction of “minimal cells”
from natural molecules consists of integrating the DNA information and
a simple metabolism into vesicles with the rather ambitious objective
of obtaining a compartment capable of self-reproduction based on a
minimal genome. The “artificial cell” approach consists of assembling
cell-sized compartments capable of biological functions by integrating
natural and synthetic molecules to construct hybrid systems with new
properties. Those three avenues, all multidisciplinary and complemen-
tary, give rise to new ideas for biotechnologies and medicine. ¢
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