Nous avons d’abord introduit un
commutateur biochimique dans I’'hé-
molysine alpha en ajoutant une petite
chaine polypeptidique (de 11 a 53
acides aminés) au brin central de la
protéine qui, normalement, perfore la
membrane cellulaire. Un tel segment
empéche la formation des pores ; quand
on élimine cetappendice a I’aide d’une
enzyme nommée protéase, lamolécule
forme a nouveau des pores.

On pourrait choisir les commuta-
teurs biochimiques de fagon a ce que
les hémolysines alpha ainsi formées ne
percent des pores que dans des cellules
cibles spécifiques. On pourrait diriger
des hémolysines modifiées vers des cel-
lules tumorales gréace a des fragments
d’anticorps (spécifiques des cellules
cancéreuses) insérés dans la protéine
par génie génétique. Quand ces pro-
téines hybrides atteindraient les cel-
lules cancéreuses, les protéases libérées
par les cellules cancéreuses activeraient
la formation des pores (les cellules can-
céreuses liberent des protéases tumo-
rales, des enzymes qui aident les cellules
de la tumeur a s’échapper et a coloni-
ser de nouveaux sites). Les hémolysines
modifiées perceraient des trous dans
les cellules cancéreuses, augmentant
leur perméabilité et leur sensibilité aux
médicaments cytotoxiques. Nous avons
fabriqué des hémolysines alpha mutées
activées par les protéases tumorales.

Nous tentons aussi d’introduire dans
I’'hémolysine alpha des commutateurs
biochimiques qui, alternativement,
ouvriraient et fermeraient les pores.

Des activateurs chimiques

Nous avons ainsi inséré un commu-
tateur dans I’hémolysine alpha, qui
est activé par diverses petites molé-
cules. Nous pensons produire par cette
méthode des membranes artificielles,
nommeées biocapteurs, qui détecte-
raient les molécules toxiques, notam-
ment les pesticides et les gaz
neurotoxiques. Ainsi une hémoly-
sine alpha mutée insérée dans la sur-
face d’un liposome (une double
couche de lipides formant une vési-
cule microscopique) forme un pore
qui reste ouvert tant qu’un composé
organique trées réactif se liealarégion
génétiquement modifiée de la molé-
cule. On constate que le canal est
ouvert, car le colorant fluorescent
introduit dans le liposome au moment
de son assemblage s’en échappe.

Nous avons également élaboré un
commutateur chimique qui ouvre ou
ferme les pores gréace a lafixation d’ions
métalliques sur la protéine. Un tel com-
mutateur serait utile pour le suivi de
la pollution de I'eau, par exemple, a
I’aide de biocapteurs. Le remplacement
de cing acides aminés dans le brin
central de la protéine par cinq acides
aminés histidine, crée un site de liaison
pour le zinc et pour divers métaux, ce
qui bloque laformation des pores. Une
fois le pore ouvert, les ions peuvent
I’obstruer en se liant au canal central,
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interdisant ainsi le passage des autres
molécules.

Ces structures nommees H, (en rai-
son des cing molécules d’histidine),
seraient des biocapteurs efficaces uti-
lisables pour la recherche de polluants
métalliques. On pourrait, par exemple,
mesurer rapidement et en continu les
concentrations en ions métalliques pré-
sents dans les eaux océaniques.

Gréce aux techniques du génie
génétique appliquées a lastructure Hy,
nous avons produit des pores dont
toutes les sous-unités ne sont pas iden-

2. LA PERFORATION DES CELLULES CANCEREUSES facilite I'entrée des médicaments. Les bio-
logistes ont mis au point une hémolysine alpha modifiée qui porte un fragment d’anticorps reconnu
par certains récepteurs des cellules cancéreuses et qui empéche la formation des pores. Lorsque
cette protéine modifiée atteint une cellule cancéreuse, les protéases tumorales (des protéines
sécrétées par toutes les tumeurs) coupent le fragment d’anticorps (a). Lorsque les sept sous-
unités de I’hnémolysine alpha sont assemblées (b), le pore s’ouvre (c).
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3. DES PORES DANS LES MEMBRANES CELLULAIRES peuvent s’ouvrir et se fermer sur
commande. Lorsque des ions métalliques se fixent sur la protéine modifiée nommée Hg,
ils empéchent la formation du canal (a). L’élimination des ions métalliques ouvre le pore (b) ;
un nouvel apport d’ions métalliques referme le pore (c). On a utilisé cette technique pour
introduire des composés chimiques cryoprotecteurs dans des cellules vivantes pour les

conserver a basse température.
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tiques (les recherches faites sur les
molécules H, ont révélé que le brin cen-
tral de la protéine naturelle d’hémo-
lysine alpha tapisse I'intérieur des
pores). Dans une des molécules obte-
nues, une des sous-unités contient un
site ou les ions métalliques peuvent
se fixer. La fixation d’ions métalliques
modifie le courant électrique créé dans
le pore par une différence de poten-
tiel qui lui est appliquée : la fluctua-
tion du courant renseigne sur la
concentration et la nature de I’ion fixé.
Une série de tels biocapteurs pourrait

METALLIQUE

analyser un mélange de plusieurs
substances. De surcroit, ces capteurs
seraient extrémement petits, puisque
la liaison & un seul pore entraine une
variation mesurable du courant.

On peutintroduire d’innombrables
modifications dans les protéines per-
forantes et créer ainsi tout un éven-
tail de biocapteurs potentiels. Nous
mettons actuellement au point des cap-
teurs pour des substances non métal-
liques : des brins d’ADN pourraient
ainsi étre détectés lors de leur passage
a travers de tels pores.
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4. DES BIOCAPTEURS constitués de pores artificiels détectent une grande variété de
substances chimiques. Une hémolysine alpha a été modifiée : une de ses sept sous-unités (en
violet) fixe des ions métalliques. Elle se ferme partiellement lorsque le métal s’y fixe (a) et
elle s’ouvre lorsque le métal est éliminé (b). L’amplitude et la durée des variations d’un cou-
rant électrique appliqué aux pores révelent la nature du métal présent (voir le cartouche) ; la
fréquence des variations de courant indique la concentration en ions métalliques.

MOLECULE SENSIBLE
A LA LUMIERE

Alfred T. Kamajian

5. UN RAYON DE LUMIERE peut ouvrir une voie d’accés dans les cellules. La lumiére
est dirigée sur des cellules cibles, par exemple sur un neurone (voir le cartouche) avec
une tres grande précision, de sorte que I’on peut sélectionner les cellules a perméabili-
ser. Les molécules photosensibles attachées a I‘hémolysine alpha empéchent la forma-
tion d’un pore (a) jusqu’au moment ou la lumiére les élimine (b) et permet I’ouverture

du pore (c).
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THERAPIE GENIQUE ET VACCINS

Il existe des canaux naturels dans
les membranes cellulaires qui sont acti-
vés par un stimulus physique, par
exemple par des impulsions méca-
niques ou électriques appliquées a la
membrane. Toutefois, I’activation par
la lumiere semblait plus intéressante :
lalumiére n’interfére pas avec les méca-
nismes cellulaires et son application
est parfaitement maftrisable dans le
temps et dans I’espace.

Des commutateurs
photosensibles

Les nitrobenzyles sont des structures
photosensibles, et nous avons mis au
point un dérivé, nommé acide bro-
monitrophénylacétique, qui aprés s’étre
lié & la molécule hémolysine alpha
inhibe la formation des pores.

A cette fin, nous avons d’abord intro-
duit un unique acide aminé cystéine
dans le site clé de la protéine. Lorsque
la cystéine réagit avec I’acide bromo-
nitrophénylacétique, la protéine est inac-
tivée. La protéine serait activée par
desrayons ultraviolets, a des longueurs
d’onde inoffensives pour la plupart des
cellules. Les biologistes pourraient
construire des molécules formant des
pores activés par un rayonnement d’une
longueur d’onde particuliere, et inhi-
bés par une autre longueur d’onde, ou
encore des commutateurs hybrides acti-
vés par lalumiére etinhibés par desions
métalliques.

Cette technique est déja utilisée en
laboratoire : les chercheurs doivent
parfois rendre poreuses certaines cel-
lules d’un échantillon de tissu, sans
modifier le comportement des autres
cellules. On peut alors introduire de
petites molécules pour évaluer I’acti-
vité de certaines cellules sans que ne
s’en échappent les protéines vitales.
Nous avons réussi a perméabiliser des
neurones en culture, en les exposant
a la lumiere ; des hémolysines modi-
fiées par génie génétique et exposées
ala lumiere y ont créé des pores ; les
autres neurones sont restés intacts.
L’administration des médicaments est
I’'une des applications les plus pro-
metteuses des protéines perforantes.
Les médicaments pourraient, par
exemple, étre transportés dans des
liposomes et libérés sur commande,
par des pores artificiels implantés dans
la membrane cellulaire.

Les biologistes s’intéressent aux
enzymes encapsulées, voire aux cellules



6. PORES MICROSCOPIQUES ouverts par
diverses protéines. L’hémolysine alpha forme
généralement des pores de deux nanometres
de diameétre, mais certains atteignent six
nanometres (a). La streptolysine O forme
des pores dont le diametre dépasse 30 nano-
metres (b).

encapsulées, protégées des attaques
du systéme immunitaire par leur enve-
loppe. Une fois les enzymes conduites
sur le site choisi, elles détruiraient les
substances toxiques qui s’accumulent
chez les personnes ayant des maladies
génétiques, par exemple la phénylcé-
tonurie (I’organisme ne métabolise pas
correctement I'acide aminé phénylala-
nine, et les cellules nerveuses peuvent
parfois étre endommagées).

Des cellules encapsulées permet-
traient d’administrer, par exemple, de
I'insuline & des personnes ayant un dia-
béte insulino-dépendant. L’encapsula-
tion de médicaments, d’enzymes ou de
cellules dans des membranes portant
des pores artificiels offrirait un moyen
de contrdler le site, le moment de I’ad-
ministration des médicaments et ladose
administrée. On tente de modifier géné-
tiqguement d’autres protéines bacté-
riennes formant des pores, notamment
lastreptolysine O, pour obtenir des pro-
priétés différentes.

Nous essayons aussi d’insérer des
activateurs et des commutateurs dans
des pores (des polypeptides dérivés de
structures naturelles), selon la méthode
mise au point par Maurice Montal et
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ses collegues de I’Université de San
Diego. Des protéines fondées sur I’hé-
molysine alpha pourraient, par
exemple, servir d’agents antimicro-
biens si elles pergaient sélectivement
destrous dans les membranes externes
des micro-organismes pathogéenes.

Diverses modifications de I’'hnémo-
lysine alpha par génie génétique sont
envisageables. Nous essayons d’amé-
liorer la stabilité mécanique et ther-
mique des pores de I’hémolysine alpha,
utilisés comme biocapteurs. D’autres
équipes cherchent comment réduire
I'immunogénicité de la protéine (c’est-
a-dire diminuer sa capacité a activer
le systeme immunitaire), pour de poten-
tielles applications pharmacologiques.

Sinous arrivons arelever ces défis,
cette technique offrira encore d’autres
possibilités. Les protéines perforantes
pourraient servir de composants
conducteurs dans des dispositifs élec-
troniques moléculaires. Bien que ces
protéines soient relativement grandes
par rapport aux composants utilisés
dans ce type de dispositifs électro-
niques, elles ont des propriétés inté-
ressantes, notamment la capacité de
reconnaitre d’autres molécules, ce que
des matériaux inorganiques ne peu-
vent faire. On pourrait méme conce-
voir des membranes sélectives qui ne
laisseraient passer que certaines molé-
cules et serviraient de filtres pour la
purification de substances telles que
les médicaments, le sang ou les eaux
contaminées. Le champ d’application
des protéines formant des pores est
tout juste entrouvert.

Hagan BAYLEY, professeur de chimie
et de biochimie, dirige le département
de biochimie médicale et de géné-
tique de I’Université du Texas.
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Les vaceins

RINO RAPPUOLI = SERGIO ABRIGNANI = GUIDO GRANDI

Gréace au génie génétique, le champ de la vaccination préventive a été étendu
a 'immunothérapie des cancers, des infections chroniques,
des maladies auto-immunes et des allergies.

a lutte entre ’lhomme et la mala-
die est passée par une premiere
phase, ou les maladies tradui-
saient les volontés divines. Pour
guérir, il fallait circonvenir les divini-
tés immortelles par le truchement des
sorciers et autres grands prétres.

Dans une deuxiéme période, qui a
commencé au Ve siécle avant notre
ere avec Hippocrate, les scientifiques
ont pris le pas sur les magiciens et
étudié les mécanismes des maladies :
I'identification des symptdmes a per-
mis la recherche de traitements. Ce dia-
gnostic de I'affection reste cependant
fataliste : dans cette vision, I’lhomme
ne peut éviter lamaladie, et son savoir
s’attache uniqguement au soin des mala-
dies déclarées.

La troisieme période sera celle de
la médecine du futur ou la préven-
tion éviteraa I’'hnomme certaines mala-
dies. Les vaccins et les substances
stimulant le systéme immunitaire
seront des outils thérapeutiques puis-
sants et économiques qui joueront un
role primordial.

Notre organisme est perpétuelle-
ment agressé par les parasites, les
bactéries et les virus. La tache du sys-
téeme immunitaire est d’identifier ces
agresseurs et de déclencher une réac-
tion capable de les éliminer. Les trois
mécanismes de réaction de I’organisme
sont représentés sur la figure 1.

Notre systéme immunitaire est
remarquable : aprés avoir éliminé I'en-
vahisseur, comme c’est (fort heureu-
sement) souvent le cas, il garde une
mémoire de I'agent infectieux : ainsi
notre corps sait reconnaitre et peut pré-
venir les futures attagues du méme
agent. Les éléments clefs de lamémoire
immunitaire sont des lymphocytes T
qui survivent longtemps (parfois toute
la vie de I'individu). Lorsqu’ils ren-
contrent les micro-organismes infec-

tieux dont ils sont spécifiques, ces lym-
phocytes T stimulent les lymphocytes B
qui produisent des anticorps et acti-
vent les précurseurs des lymphocytes T
cytotoxiques, qui détruisent les cellules
infectées.

Le principe de la vaccination appa-
rait clairement. Elle nous expose a
un «matériel biologique» qui imite
I’agent infectieux, de sorte que le
systéeme immunitaire organise la résis-
tance. Pour vacciner contre un agent
pathogéne, on inocule dans I’'orga-
nisme soit un agent tué, soit un agent
vivant incapable de déclencher la
maladie, soit un fragment purifié de
I’agent.

Qu’est-ce qu’un vaccin?

En 430 ans avant notre ere, Thucydide
a décrit des personnes qui étaient
devenues résistantes a une maladie :
lors d’une épidémie a Athénes (peut-
étre de fievre typhoide), les personnes
qui avaient survécu a I’infection pou-
vaient soigner les malades sans crainte
de rechuter. Les pratiques visant a
conférer artificiellement une immu-
nité sont également trés anciennes. En
590, en Asie, on a rapporté des tenta-
tives de «vaccination» de personnes
saines contre lavariole ; on leur injec-
tait des sécrétions prélevées, chez un
malade, sur une lésion, pour les
rendre résistantes a des expositions
ultérieures et éviter qu’elles ne
contractent cette maladie mortelle. 1l
s’agit vraisemblablement d’une pra-
tique tres ancienne.

Au Moyen Age, cette pratique s’est
répandue vers I’Europe. La vaccina-
tion présentait des risques puisque
quatre pour cent des personnes vac-
cinées étaient contaminées et mou-
raient. En 1796, le médecin anglais
Jenner, décida d’utiliser un matériel

moins dangereux dérivé de lésions
bovines pour vacciner un gargon
contre la variole : ce dernier fut pro-
tégé lors des expositions ultérieures
alamaladie. L’explication scientifique
de la vaccination ne vint qu’un siécle
plus tard, lorsqu’on découvrit que
les maladies infectieuses sont provo-
quées par des micro-organismes, et
lorsque Pasteur utilisa le virus inac-
tivé de la rage pour vacciner ses
patients. En 1977, grace aux efforts
coordonnés par I’Organisation mon-
diale de la santé, la vaccination avait
complétement éradiqué le virus de la
variole.

Cependant, les maladies infec-
tieuses représentent encore la prin-
cipale cause de mortalité dans le
monde, et, aprés avoir régressé au
cours du xXx® siecle, le taux de la
mortalité due a ces maladies aug-
mente & nouveau. Des maladies émer-
gentes telles que le SIDA, I’hépatite C,
la maladie de Lyme, ou les fievres
hémorragiques s’ajoutent aux mala-
dies anciennes que I’on pensait mai-
triser, telle la tuberculose. De surcroft,
le développement de la résistance aux
médicaments antimicrobiens consti-
tue une menace.

Aussi, dans les années 1980, I'in-
dustrie biomédicale décida d’investir
dans la recherche de vaccins, en s’ap-
puyant sur les nouveaux outils de la
biologie moléculaire et sur une
meilleure compréhension du fonc-
tionnement du systéeme immunitaire.
A la suite de cet effort, quelques vac-
cins ont été mis sur le marché, notam-
ment contre I’hépatite B et contre la
coqueluche.

En 1976, M. Hilleman et ses col-
legues de la Société Merck montrérent
gue I'injection d’antigénes purifiés
extraits du plasma de personnes infec-
tées par le virus de I’hépatite B pro-
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