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La cellule minimale : Problematique

e Qu’est-ce qui est nécessaire et
suffisant pour permettre d’obtenir
une cellule



Motivations? biologiques

Comprendre ce qu’est une cellule
= fonctionnement biologique




Motivations? biotechnologiques




Vd

Motivations? Evolutiv

Théorie cellulaire

e Tous les étres vivants (plantes,
animaux, moisissures) sont
constitués d'un ensemble
d’uniteés de construction de

S ey
et T
Robert Hooke

meéeme type, les cellules (Mmatthias

Schleiden et Theodor Schwann, 1839)

e Toute cellule provient d’une

autre cellule (Robert Remak, Rudolf
Virchow, 1855)




Motivations? Exobiologigue

e La cellule est I’unité d’organisation structurale des systemes
vivants

e Tous les étres vivants sont constitués de cellules

o Chaque cellule possede les propriétes caractéristiques du vivant

— Un systeme qui est delimite sur le plan spatial par une
membrane semi-permeable de sa propre fabrication, qui est
capable de s’auto-entretenir (auto-conservation) et de
reproduire un systeme ayant les méme caracteristigues (auto-
reproduction) en fabriquant ses constituants a partir
d’energie et/ou de materiaux bruts exterieurs (auto-
regulation) (P.L. LUISI)




— « Qu’est-ce qui est nécessaire et
suffisant pour maintenir une forme de
vie cellulaire moderne » ?

« Doit recouvrir AU MOINS I’ensemble
des grandes fonctions communes a
toutes les cellules

e Qu’est-ce gqu’une cellule ? et quelles
. sont ses fonctions / ses caracteristigues?







(1) L’AD

N support de I’information
genétigue
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(2) Transmission de I’information

genetique
Information génétique < )
(ADN) @
@ Cellules filles

Cellule mere 6% >

Lors de la reproduction cellulaire, I’'information de la cellule mere est transmise
integralement aux deux cellules filles
=> Cette information genétique est dupliguée avant la division cellulaire, c’est
I’étape de




(3) Replication de I’ADN

(1) Séparation ‘,‘ g 7

.’
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— _/\ 88N,
(2) Synthese des

2 nouveaux brins
P par ajout de nucléotides
&

'N complémentaires

Brin
matrice

Désoxyribonucléotides libres

(3) Obtention de deux | Thtervention de nombretg
molecules d’ADN protéines dont (ADN |
identiques et identiques |nolymérase, hélicase, prinjg
a I’ADN initial ligase, clamp, SSB...)




(4) Transcription de I’ADN
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(3) Obtention d’un ARN Intervention de Nnd
de séguence identique au proteines dont
brin a transcrire polymera




(5) Traduction de I’ARN en protéine

Radical
(portion variable)

G roupement  Groupement.
“...amine acide .-

Protéine

A i (structure primaire)

Agents indispensables (catalysent des réactions chimiques, maintient des
structures, génération des mouvements, detection des mouvements, replication,
transcription, traduction, régulation de I’expression des genes...)



(5) Traduction de il 2

Acides aminés liés a des
\_
</1
5

I”’ARN en proteine ARNL

008 00 T

Proteine en cours de synthese

4
Changement d’alphabet: Passage d’un
alphabet a 4 lettres (A, U, G, C) aun

aIphaJtL)et a 20 lettres

<
[

) ﬂ’ e
0.0 0.2 0.0.0.9
[ Ribosome (ARNTr + protéines
3 ribosomiques)

Nécessite de
nombreuses proteines
+ ARNr + ARN...




(6) Energie libre et matériaux bruts

» Toutes les réactions réalisees (synthese d’ADN, de protéines...) par
la cellule necessitent de I’énergie libre puisée dans I’environnement:
— Source organigue (organotrophe)
— Source inorganique (lumiere = phototrophe / chimique = lithotrophe )

e Source de carbone
— Source organique (hétérotrophe)
— Source inorganique (autotrophe)

o Toutes les cellules utilisent des petites molécules organiques
(sucres, nucléotides, acides amines, ATP...)

—> Capacites de fabrication variables selon les organismes



(7) Délimitation spatiale des cellules

Membrane plasmique = barriere
sélective (diffusion ou transport P
actif)

Protection, Transport
(importation/concentration des
nutriments recueillis dans
I’environnement et excretion
des déechets), Sensoriel...
Composition = phospholipides
+ proteines membranaires
Fabrication et maintenance de
la membrane (métabolisme des
lipides), fabrication des
protéines membranaires, des
pores...




La cellule minimale: Un probleme simple ?

Caractéristiqgues communes des cellules
e

o « Quel est le plus
nécessaires et suffisants pour maintenir
une forme de vie cellulaire moderne »

* Doit recouvrir AU MOINS I’ensemble
. des grandes fonctions communes a
toutes les cellules




Génomes minimaux actuels

C+C content of genomes

80
A Pathogens/

Symbionts 20 A A A
Free living ‘A 5} A ol Sorangium

Cellulosum

oAl A
60 13 Mb, ~9300 ORFs
’ ‘@ AA /A 4 )

Ignicoccus
Hospitalis 50
(1,29 Mb, 1434 ORFs)

Saccharomyces
Cerevisiae (>5000 génes)

~
~

. A
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|_a cellule minimale
<& Géenome minimal

Définissent I’essence
de la cellule

Autres Genes
genes Indispensables




Approche expérimentale (1960<)

 |nactivation des genes dans un génome un Génome initial

par un (mutagenese) 1

=> Conseguences sur le phénotype T

— Ralentissement de la croissance
— Croissance normale < géne non indispensable




e Bactéries

Modeles

Génomes de petite taille
Organismes de petite taille
Organismes simples a manipuler
Génétique possible

O LTR retrotransposons

E DNA retrotransposons

[0 Séquences répétées simples
[J Duplications segmentales

O Misc. Hétérochromatine

26%
Génome humain

LI Misc. Séquences uniques

M Introns

B Genes codants pour des protéines
M LINEs

B SINEs



L4

S S
Mycoplasma genitalium % L,

\

» Bacterie pathogene Gram + Transposon
e Un des plus petits genomes
cellulaires (480 génes pour une , ADN —
taille de 540Kb) Mutagénése 1
ADN mm I [
e Génome suppose étre composé o
principalement de genes Transcription
|r1d|sp¢nsabl_es (ex. ~1/3 de ses ARNM —
genes interviennent dans la _ |
fabrication des protéines) Traduction
—> Inactivation des genes pas Proteine anormale | mmmm—
mutagenese massives par des _Cro[ssance Non Croissance
transposons => Genes non => Géne
(Hutchison 1999) indispensable

Indispensable



Genes dispensables / indispensables
chez M. genitalium

- e e i =
06388333838 oS 85338385883
[ ] Enveloppe cellulaire - —
| —— Régulation -

[ ] Inconnue e —
. Métabolisme central =
e Biosynthese des cofacteurs ¥
s~ Métabolisme des nucléotides '\ =
[ ] Transcription —p

I A Transport —
e e \Réplication/Recombinaison/Reéparationy ==

I Métabolisme des lipides =
e Traduction T
S = Processus cellulaires f—
= Production d’énergie —

W Genes indispensables ® Genes dispensables ™ Nombre de genes dans le génome

180-215 genes (1/3-1/2) seraient NON INDISPENSABLES
Le set de genes indispensables est dépendant de I’environnement dans lequel on le définit




FC-CO Ooq -

» Bactéerie pathogene Gram + %“3’“@

a bas taux de G+C \ e
e 2595 genes &t

= Inactivation des genes par

production d’ARN anti-sens o
Transcription

ARNmM
Traduction

—> 168 sont aussi indispensables Protéine
chez M. genitalium

Croissance
=> (Genes non
Indispensable

Non Croissance
=> (Gene
Indispensable




Genes indispensables chez S. aureus et
chez M. genltallum

o &
H 22
B 32
B 90
| 3

B 19

| 2

00T

0ST

00¢

m 13%

m119 1%

-2%\“

m 54%

m 19%

I 168

Total

B Enveloppe et processus cellulaires
Paroi, :
Transduction du signal, Bioénergétique
membranaire, ,

, Sporulation

Métabolisme intermédiaire

, , des lipides,
des coenzymes

Processus informationnels

Modification/Réparation de I’ADN,
Ségrégation de I’ADN, :
Modification de I’ARN,

, Modification des protéines

Autres fonctions

Fonction inconnue

Pas de similarité

La majorité des genes indispensables chez S. aureus (658-168=490) sont absents ou non
indispensables chez M. genitalium.
= |l existe des differences majeures entre les organismes :

. (Ex. M.g ne possede pas paroi contrairement a S. aureus)




Limites de ces approches

Polycistronic Prokaryotic mRNA
(lac mRNA)
transcription start

P transcription stop
(+1)

L’insertion des transposons:
— sous-estimation (genes resistants a

lac mRMNA

I’insertion de transposons) Transcriptiontanscription
("« L'utilisation de d’ARN anti-sens: B ¢ e —— e 5
— surestimation (ARN polycistroniques | ageeiaies X X
’ARN anti-sens complémentair
Ztedmotifs Sartta;eésspc;(r) url? snsgmgleecsje ? ? 7
\ génes) J Phénotype létal si Z ou A est indispensable
(e La présence de paralogues dans les ) - : ——
« gros » génomes: Ancel’orglanlsme considére
— sous-estimation (redondance
genomique) / \
\_ /

Oranisme Orgnime

Phénotype viable si A’ peut assurer la fonction
de A” ou inversement




|_ | m ites Inactivations mutuellement exclusives

conceptuelles de ces M *

apprOCheS (1) Pas de c}oissance en aé}obie et

_ en anaérobie o
Croissance en an@éoudsance en aérobie

2 genes non indispensables separément

« Deépendance du contexte Génes indispensables collectivement
génomique:
— Inactivations mutuellement Inactivations inclusives
exclusives

— Inactivation inclusives X

Genes nop,indispensablesHatigetveme

2 genes indispensables collectivement




Limites conceptuelles de ces
approches (2

Vel Im

 Environnement ideéal

Tous les nutriments essentiels sont
fournis

(5000

Images |

Absence de tout stress environnementgaiks

Le set de genes essentiels defini est

= specifique d’un organisme
= associé a des conditions
environnementales fixees



Diversité des étres
vivants

Sont constitues
de cellules
=> possedent
dans leur

nécessaire
pour faire une
cellule



Tous les étres vivants descendent d’un
meme ancetre commun LUCA

P '; B - X
: T - TS )
Tous les étres vivants actuels possedent dans leur génome

tout ce qui est nécessaire a la fabrication d’une cellule

Cette caractéristique a été héritée du dernier ancétre
commun: LUCA

o i - 7
. - ,? i d = = & Z
: ': ﬁ . a!' ﬂ b sr‘}

.-‘ pea - .:‘ >

~ N A Ly N
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Retour en arriere

Nanoarchaeum (0,49 Mb)

I I Eucaryotes

arsonella-ruddn > o
(0,16 Mb) ﬂgl _ Haricot\l-y:S\

* Plantes

:|ﬂS€Ct€S _ Iérosophile

. Mollusyues [

+ Poissonswartilagingux [ Reovin blarg
Pi)iSSOﬂS OS°§€UX — E GrenouiIIeE
Amphibiens I EEEEG—_———

. Reptiles 1IN

Oiseaux il
Mammiférés [
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\

10° 106 107 108 10° 1010 10"
Nombre de nucléotides / genome haploide




Génomique comparative

Eucaryotes

Archées
Bactéries




Génomigue comparative

Archeées
Bactéeries



Génomigue comparative

Archées
Bactéries



Génomique comparative

Comparer le contenu en gene des génome
= ldentification des genes héritées de LUCA (i.e. conservés au
cours de I’évolution)

LUCA étant vraisemblablement un organisme cellulaire
— Ce set de genes doit inclure les genes
définissant « I’essence » de la cellule

N

Fraction des genes hérités de LUCA et conserveée au cours de I’évolution




Comparaison des génomes de H.

Influenzae et M. genitalium (1995
«r P

A

v

Haemophilus influenzae
secsscecssscccssccccssccns :~ 1700 génes 1.83 Mb
LIS

Héritage vertical

(FAFAEFAFAEFAErNEAE YN N
ST |
P e

Mycoplasma genitallium
468 genes (0.58 Mb)

Bactéries



Comparaison des génomes de H.
Influenzae et M. genitalium:

256 genes supposés étre nécessaires et
suffisants pour permettre une vie cellulaire
0% \\étabolisme des coenzymes Moderne et étre proche du set minimum de

g 7ygeeEl Traduction genes

ImgQYemTd Transcription — Compatible avec les chiffres obtenus par
ImmgspmmmmEr Métabolisme des nucléotides les méthodes expérimentales
g7y Chaperonnes = La cellule théorique contient:

g0 ypmmmmenz Exopolysaccharides -(1) un systeme presque complet de traduction
E7pypee A Réplication -(2) une machinerie de réplication de I’ADN
NIV Canaux ioniques -(3) un _sys_téme rudimentaire de réparation et de
T \étabolisme recombinaison de I’ADN

) : - -(4) un systeme de transcription presque complet
szizmolisme tes lpltes mais sans de facteur de régulation

a2y Recombinaison/Réparation -(5) des chaperonnes
= 2 , . - = z z o - 7 SR “ A
NgoymmmmEvZE Meétabolisme des acides aminN€se) un métabolisme intermédiaire anaérobie

2o F LTSN Secrétion restreint a la glycolyse

T/ A utres -(7) une voie de biosynthése des lipides limitée

NS5 =7 Total -(8) un systeme d’exportation des protéines

B Fraction des génes présents chez M. -(9) un répertoire limité de protéine de transport de
genitalium et absents chez H. influenzae => Besoins nutritifs considérables (besoin

¥ Fraction des génes présents chez M. d’importer tous ses aa, tous ses nucléotides, tous

genitalium et conservés chez H. influenzae ses acides gras et ses coenzymes complexes)



Comparaison de 100 genomes

LUCA had ribosomes & used the

Set of universal proteins universal genetic code _

Funclions Mumber of genes
Translation and associated functions

Tef bags n codon
SRS LN RREY FUE

ular cha peroney protease

Transcription
RN A-polymearase subunts

Replication/repair

RO e 5e, |I| NECATIEE 58

Total

(Koonin Nat Rev Microbiol. 2005)




Quelques reperes

3 domaines du vivants Aujourd’hui

Premiere cellule

Troisieme age : Monde cellulaire post-luca

Second age : Monde cellulaire pré-luca

Premier age : Monde pré-cellulaire

(Forterre et al. MS 2005)



Limites méthodologiques des
approches bioinformatiques (1)

IlltllllII|IIII|II.EI|IIIIIIIIII}I1IIIIEII|l.lII|IIIIIIII.IIIIII|IlII|'III[‘_I?LILIIIIIIIIllllllllllllL,-‘l"-l’l/L;l
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| GOLD 5y N o P VO

L’inclusion d’un plus grand nombre de génomes tres divergents
et/ou de parasites diminue tres fortement la taille du set de genes

conserves

=> Toléerance de certaines absences ?7??

1750 901

Eukaryotic Ongoing Genomes




Limites methodologiques des
approches bioinformatiques (2)




Réduction génomique chez les
symbiontes de pucerons (Gil, 2002)

V. Cholerae (4 Mb)

—— E.coli (4.6 Mb)

— S. Enterica (~4.6 Mb)

Wigglesworthia (705-770 kb)

Buchnera CTU (~475 kb), CCE (450 kb) — 396 genes
{ Buchnera ASP, MRO (~641 kb) — 564 genes

Buchnera BPI1 (~640 kb)
ST O (s ey | L O (IS TRIMEns &m0l
Initialement

Buchnera THS (~550 kb)  |requction de la vitesse de réduction au
Buchnera CHV (~510 kb) cours du temps

Modifications génomiques tres importantes chez le symbionte
-Réduction genomique tres importante (taille et nombre de genes),
0.9% des genes absents chez E. coli

-Augmentation du taux de A+T

-Amplification des genes impliqués dans la synthese des acides aminées




Comparaison des genomes de Buchnera
(Klasson 2004) et de parasites bacteriens

()

462 genes 276 genes 172 genes
communs communs communs
218 genes 220 genes
communs communs

156 genes
communs




Comparaison des genomes de Buchnera
(Klasson 2004) et de parasites bacteriens

Endosymbiontes

Catéqgorie Endosymbiontes et parasites %

Traduction
Transport

Transcription
Autres

Les phenomenes de reduction génomique refletent des

adaptations a des modes de vie différents

Métabolisme des lipides 6 2 33%
Métabolisme central 3* 1 33%
Reégulation 3 1 33%
Métabolisme des
@facteurs 11 3 27%]

Metabolisme des acides

aminés 10 1 g 10%
Structures cellulaires 9 0 0%

TOTAL 276 156 37%



Limites methodologiques des
approches bioinformatiques (2)

Divergence excessive

G




Limites conceptuelles des approches
bioinformatiques

(1Y | o nAnnma rarnnctriiit dadnand Aacec nrnaniecmac 1itilicde nniir

=> Développement de nouvelles approches

\" 7/ - - B I

Inactives experimentalement

(3) Genes definissants la cellule ?



Recherche de fonctions univer\selles

« Approche moins restrictive: I’identification
de fonctions semblables conservées chez

tous (?) les organismes actuels => présentes
chez LUCA

> ~350-1000

cre - , : genes

o Utilisation des groupes d’organismes (et
non plus organismes individuels) => limite
considerablement I’impact des organismes a

genomes extremement reduits




Recherche de fonctions universelles

= Inférence de cellules capable de synthétiser de novo ses
aa, ses nucléotides, des carbohydrates complexes et
guelgues coenzymes => moindre dependance vis a VIS
de I’environnement

e Reévele que des fonctions primordiales sont realisées par
des proteines non orthologues
— Ex. La majorité des proteines impliquées dans la réplication de

I’ADN ne sont pas orthologues entre bactéries et
eucaryotes/archees



Remplacement du systeme de réplication par un systeme non homologue
au cours de I’évolution dans I’une des trois lignées cellulaires

LUCA
(génome ADN)

Systeme de
réplication Il

BACTERIA ARCHAEA EUKARYA

> | L




(Mushegian and Koonin, PNAS, 1996)

RNA LUCA

BACTERIA ARCHAEA

LUCA était une cellule a ARN et I’ADN a éte invente deux fois
independamment dans la lignée bactérienne et dans la lignée
Archées/Eucaryotes




Les génomes sont tres plastiques

Taille des genomes n’est pas
Infinie

)

Leur contenu a beaucoup
evolue au cours du temps

Equilibre entre le gain et la
perte de genes

Acquisitions d’ADN



A retenir (1)

Construction purement théorique
Probleme tres complexe => Solutions multiples

Experimentation
— Solutions # selon les organismes considérés

— Environnement => influe sur ce qui est indispensable et
ce qui ne I’est pas
— Deépendent du type de cellule considéré

» Cellule phototrophe / hétérotrophe / parasite / bactérienne
/archée / eucaryote...

Bioinformatique
— Solutions # selon les génomes/parametres considéres
— Problemes méthodologiques

— Simplification extréme du probleme (régulations,
Interactions...)

Génome

Transcriptome

s

Interactome

LL

étabolome

@

Cellule



A retenir (2)

Les plus petits génomes actuels > aux génomes minimaux prédits

=> reflete la différence entre les genomes résultants de I’interaction de genes
pendant des millions d’années d’évolution et un génome fabrigué de novo par un
Ingéenieur assemblant artificiellement des choses qui ont eté inventees
indépendamment
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