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Chémobiologie et maladies infectieuses : de Pasteur a la COVID-19
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Abstract

La pandémie inédite liée a la COVID-19, maladie émergente causée par le SARS-CoV-2 (coronavirus 2 du syndrome
respiratoire aigu sévere), touche tous les continents. La lutte contre cette infection passe par des mesures
d’hygiéene strictes, ainsi que le développement de vaccins et de nouvelles thérapies. La chémobiologie, domaine
de recherche a l'interface de la chimie et de la biologie, développe des approches chimiques, de la synthese de
molécules au développement de nouvelles techniques, pour observer et comprendre le vivant a I'échelle
moléculaire. Cette alliance de la chimie et de la biologie ouvre des perspectives excitantes pour comprendre les
mécanismes d'infection et mieux lutter contre les maladies infectieuses.

Chémobiologie, maladies infectieuses, virus, bactéries, parasites.

Chemical biology and infectious diseases: from Pasteur to COVID-19

The unprecedented pandemic linked to COVID-19, an emerging disease caused by the SARS-CoV-2 (severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2), is affecting all continents. The fight against this infection requires strict
hygiene measures, as well as the development of vaccines and new therapies. Chemical biology, a field of research
at the interface of chemistry and biology, develops chemical approaches, from the synthesis of molecules to the
development of new techniques, to observe and understand living organisms at the molecular level. This
combination of chemistry and biology opens up exciting prospects for understanding the mechanisms of infection

and better combating infectious diseases.
Keywords

Sur les pas de Louis Pasteur

Louis Pasteur a été I'un des premiers a mettre en ceuvre une
vision intégrée de la chimie et de la biologie [1]. Il a initié
la microbiologie moderne en montrant que les processus
de fermentation et putréfaction étaient liés a des micro-
organismes vivants. Ses recherches ont permis une meilleure
compréhension des maladies infectieuses causées par diffé-
rents pathogénes, tels que les virus (ex: rage), les parasites
(ex: pébrine) et les bactéries (ex : anthrax). Pour lutter contre
ces infections, il a isolé les micro-organismes, introduit des
regles d’hygiene et développé les premiers vaccins.
Différents exemples de pathologies et pathogenes illustrent
ici comment la chémobiologie permet :

-de comprendre les mécanismes infectieux et d'identifier
des cibles thérapeutiques ;

-de lutter contre les maladies avec linstauration de
mesures d’hygiéne, le développement de vaccins et de
médicaments ;

-de détecter les micro-organismes pour étudier et/ou
diagnostiquer I'infection.

Le développement de la chimie bioorthogonale et la concep-
tion de sondes moléculaires associées aux techniques
d'imagerie, de protéomique, de séquencage d’acides
nucléiques et de biologie structurale les plus avancées
(voir encadré [2-5]) permettent de construire de nouveaux
outils capables d’aller encore plus loin dans la compré-
hension des mécanismes d’infection et la caractérisation de
cibles.

Comprendre les mécanismes et identifier des cibles

La chémobiologie permet d'étudier les mécanismes
complexes utilisés par les agents pathogénes (virus, parasites,
bactéries) pour infecter I'héte, proliférer et se répandre.
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Quelques outils chémobiologiques

Réactions bioorthogonales et chimie click [2]

Réactions chimiques pouvant se produire rapidement et sélective-
ment a lintérieur des systemes vivants entre des fonctions
chimiques absentes naturellement dans ces derniers. Un exemple
de réaction bioorthogonale est la cycloaddition cupro-catalysée
entre un azoture et un alcyne terminal (CuAAC).
Chémo-protéomique ou ABPP (« Activity-Based Protein

Profiling ») 3]

Technique utilisant des molécules comme sondes pour piéger
et isoler les protéines cibles et leurs partenaires dans un milieu
biologique. Les protéines sont ensuite purifiées afin de les identifier
par spectrométrie de masse.

ChemSegq [4]

Méthode associant sondes chimiques et séquencage a haut débit
pour cartographier les sites de fixations de petites molécules sur
le génome et les ARN.

PROTAC (« PROteolysis TArgeting Chimeras ») [5]

Molécules bifonctionnelles contenant une moitié reconnaissant la
protéine cible et une seconde moitié reconnue par la machinerie
cellulaire de dégradation des protéines, permettant ainsi la dégra-
dation sélective d’'une protéine cible.

Cas de la COVID-19

Le SARS-CoV-2 est un virus a ARN de la famille des Coronaviri-
dae qui code pour 29 protéines. Gordon et coll. ont émis
I'hypothése qu’en étudiant les interactions entre les protéines
de I'h6te (cellules humaines) et celles du virus, il est possible
de mieux comprendre les mécanismes d'infection et d'identi-
fier de nouvelles cibles [6]. La surexpression de 26 protéines
de SARS-CoV-2 possédant un marqueur d'affinité dans les
cellules humaines embryonnaires HEK-293T a récemment
permis d'identifier un réseau de 332 interactions entre les

Juin 2021




CFy

e
HO
N
0 x
| =
N
quinine mefloquine
méthodes
.:) biophysiques
+ spectrométrie et structurales
P ) de masse 7
{:} _ _— _ protfemes ——— validation
candidates
T1, T2, Ts....

Figure 1 - Association de la technique de CETSA a la protéomique pour identifier les protéines cibles des antipaludiques quinine et méfloquine.

protéines virales et les protéines humaines par une approche
protéomique. Cette étude montre que linfection affecte
les cascades de limmunité innée, le transport nucléaire,
mitochondrial et du réticulum endoplasmique, la machinerie
de traduction et la régulation de I'expression de génes. Par
une analyse chémoinformatique de banques de données
des activités biologiques de molécules chimiques, comme
ChEMBL [7], 62 protéines susceptibles d'étre ciblées par
69 composés ont pu étre identifiées. Parmi ces composés,
certains, comme les inhibiteurs de la machinerie de traduction
et les inhibiteurs des récepteurs sigma 1 et 2, en particulier la
cyclohexyl-piperazine PB28, ont permis d'inhiber I'infection.

Cas du paludisme.

Le paludisme cause encore plus de 229 millions de cas avec
409 000 décés chaque année [8]. Le nombre croissant
d’échecs thérapeutiques dus a des parasites multi-résistants
en Asie du Sud-Est et en Afrique requiert de nouveaux antipa-
ludéens. Combattre la résistance reste donc un probleme de
santé majeur [9]. Une étape importante dans la compréhen-
sion et la lutte contre ces résistances est I'identification des
cibles cellulaires de médicaments existants. Pour cela, des
méthodologies et outils chémobiologiques dédiés ont été
congus (figure 7).

En couplant la technique de CETSA («cellular thermal shift
assay ») a la protéomique (figure 1), de nouvelles cibles ont
été identifiées pour esquiver la résistance a la quinine et a la
méfloquine, deux agents antipaludiques couramment utilisés
pour traiter la malaria [10]. Des extraits protéiques de globules
rouges infectés par Plasmodium falciparum - le parasite
responsable du paludisme le plus Iétal pour 'lhomme - traités
avec les composés étudiés ont été incubés a des températures
différentes et analysés par protéomique. Les profils protéo-
miques ont ensuite été comparés avec des échantillons non
traités, et analysés en tenant compte du fait qu’en présence de
I'inhibiteur, on s’attend a une température de dénaturation de
la protéine cible différente. En couplant différentes analyses et
cycles, la phosphorylase de purine (PfPNP) a été identifiée
comme cible commune aux deux composés. Cette interaction
a ensuite été confirmée par des techniques biophysiques
classiques et la structure cristalline de deux composés
présents dans le site actif de I'enzyme a été obtenue.

Cas des infections bactériennes

Avec les virus, les bactéries représentent une classe de patho-
génes ayant causé de nombreuses épidémies historiques.
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On peut citer la peste noire au Moyen Age (Yersinia pestis)
ou le choléra au XIXE siécle (Vibrio cholerae). Bien que la
généralisation des mesures d’hygiéne et la découverte des
antibiotiques aient permis de contréler bon nombre de ces
infections, la surconsommation d'antibiotiques a conduit au
développement de bactéries multi-résistantes, conduisant a
un probléme de santé majeur. Ainsi la tuberculose (Mycobac-
terium tuberculosis) reste particulierement meurtriére, causant
prés de 1,6 million de morts par an, avec des formes trés résis-
tantes aux médicaments. D'autres bactéries telles que Staphy-
lococcus aureus et Pseudomonas aeruginosa sont, elles, régulie-
rement impliquées dans les infections nosocomiales. Ainsi
larecherche de nouvelles cibles est plus que jamais d’actualité.
En complément des techniques de criblage sur cellules ou sur
organismes modeéles, la chémo-protéomique a été utilisée
pour identifier les cibles cellulaires d'inhibiteurs d’enzymes
(encadré). Dans ces approches, les sondes sont congues a
partir d'inhibiteurs puissants (sondes basées sur 'activité) qui
sont modifiés de fagcon a former une liaison covalente avec
leur cible dans les cellules, soit par une fonction chimique
intrinséque, soit via l'introduction d’'un agent de pontage. Par
exemple, les sondes fluorophosphonates (électrophiles) ont
une réactivité contre la majorité des hydrolases a sérine (SH).
Leur utilisation a connu des progrés trés importants in situ,
notamment grace a l'apport de la chimie bioorthogonale
(encadré). Dans une étude sur Mycobacterium tuberculosis
(Mtb), des sondes de ce type ont été concues et utilisées
dans une approche ABPP (encadré) pour mesurer l'activité
des SH de Mtb en réplication active et de Mtb non réplicatives,
permettant d'identifier des SH qui restent actives en I'absence
de réplication. Cette étude a permis de caractériser des
changements majeurs dans l'activité des SH liées a une régula-
tion post-traductionnelle importante, et de proposer de
nouvelles cibles de persistance peu connues jusqu’alors
[11]. Ceci constitue une avancée intéressante dans un
contexte ou le ciblage thérapeutique des populations non
réplicatives responsables de la persistance et des mauvais
résultats des traitements est une priorité pour le traitement
de la tuberculose.

Lutter contre l'infection

Comme nous I'a montré Louis Pasteur, la lutte contre les
infections passe par des mesures d’hygiene simples et quoti-
diennes, et par le développement de vaccins et de nouvelles
stratégies thérapeutiques.
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Figure 2 - Structures génériques des lipides et phospholipides des membranes d’enveloppes virales ou plasmiques bactériennes (R;, Ry, R; et R, représentent des chaines grasses (in)saturées).

Agir sur les membranes

Le savon et les gels hydro-alcooliques jouent aujourd’hui un
role essentiel dans la lutte contre les infections virales et
bactériennes. Comprendre l'activité virucide et bactéricide
de ces molécules de la vie courante nécessite de connaitre la
structure des virus et des bactéries. Certains virus sont compo-
sés d'une membrane lipidique et d'une enveloppe protéi-
nique. Cette enveloppe permet aux virus enveloppés d'étre
libérés de leur cellule héte sans lyse de cette derniére, a
la différence des virus dits nus qui ne possedent pas
d’enveloppe. Il existe des virus a ADN enveloppés (ex: virus
de I'herpes) et nus (ex : Papillomavirus), et a ARN enveloppés
(ex: coronavirus, VIH) et nus (ex: Picoronavirus) [12]. Les
bactéries quant a elles possédent une membrane lipidique
surmontée d’'une paroi de peptidoglycane plus ou moins
épaisse. Elles sont de type bacille (en forme de batonnet),
coque (de forme ronde), et Gram(+) ou Gram(-) suivant la
persistance ou non de la coloration de Gram, liée a I'existence
ou non d’'une membrane externe.

Agir directement sur les membranes de ces pathogénes
est une méthode simple pour stopper linfection. Les
membranes des virus sont composées de phospholipides
variés (figure 2), tels que la phosphatidylcholine, la phospha-
tidyléthanolamine, la sphingomyéline, la phosphatidylsé-
rine et le phosphatidylinositol, composant par exemple la
membrane du VIH [13]. Les membranes phospholipidiques
des virus sont également largement constituées a partir de
la membrane de la cellule héte. Ceci permet aux virus de
faire I'’économie de la biosynthése de phospholipides spéci-
fiques, tout en évitant la reconnaissance immunitaire et en
diminuant la réponse inflammatoire a l'infection. Chez les
bactéries, la composition lipidique de I'enveloppe est encore
différente. La membrane plasmique d’E. coli est par exemple
composée de phosphatidyléthanolamine et de phosphatidyl-
glycérol [14].
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Les molécules capables de solubiliser ou perturber ces
membranes permettent donc d’inactiver les virus et les
bactéries. Les solvants organiques polaires, tels que I'éthanol
trouvé dans les solutions hydroalcooliques, sont ainsi des
bactéricides et des virucides efficaces [15]. L'éthanol dénature
de plus les protéines des agents pathogénes. De méme,
les tensioactifs trouvés dans les savons interagissent avec
la bicouche lipidique des membranes virales et bactériennes
et perturbent leur assemblage (figure 3) [16]. Lors du
lavage des mains, cette bicouche se lyse, entrainant la
destruction des virus et des bactéries. Ces exemples de la
vie quotidienne démontrent comment la simple perturba-
tion de l'assemblage ou la solubilisation des lipides de la
bicouche membranaire des pathogénes permet leur inactiva-
tion efficace.

Les vaccins virus vivants a code génétique étendu

Les vaccins représentent un autre moyen efficace de lutter
contre les infections virales. L'invention des vaccins repré-
sente I'un des plus grands accomplissements dans I'histoire de
I'humanité. Le virus de la variole, autrefois dévastateur sur
I'ensemble des continents, a été complétement éradiqué
grace a l'utilisation de la vaccine (variole de la vache) comme
vaccin. Le développement de vaccins efficaces ont permis
la prévention d'autres maladies virales infectieuses telles
que la poliomyélite, la rougeole, les oreillons et la rubéole.
Aujourd’hui, le principal défi est d’'obtenir des vaccins sirs
et efficaces pour des nouveaux virus tels que le SARS-CoV-2,
mais aussi le virus Ebola, les virus de la grippe H5N1 et H7N9,
les virus de la Dengue et Zika, ainsi que pour les virus
d'immunodéficience humaine (VIH) et de I'hépatite C (VHC).
Le grand défi pour convertir des virus en vaccins vivants
atténués est de les rendre aussi peu virulents que possible,
tout en conservant leur infectiosité pour obtenir une réponse
immunitaire optimale.
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Figure 3 - Exemple schématique a) du caractére amphiphile de phospholipide, le phosphatidylglycérol; b) de I'autoassemblage du phosphatidylglycérol et perturbation par un savon

dodécanoate.

Récemment, des vaccins a virus vivants incapables de se
répliquer ont été développés en utilisant un code génétique
étendu [17]. Le code génétique définit comment I'information
portée par les ARN messagers est décodée pour synthétiser
les protéines. Ce code est lu par une machine de traduction
conservée par I'évolution et toutes les protéines sont synthé-
tisées a partir d'un ensemble limité de 20 acides aminés
canoniques. Chaque acide aminé est codé par un ou plusieurs
codons, triplets de nucléotides au nombre de 61 ; trois codons
additionnels (UAG, UAA et UGA), appelés codons stop,
indiquent l'arrét de la traduction. Certaines cellules proca-
ryotes telles que les Methanosarcina ont un code génétique
étendu : dans celles-ci, le codon stop UAG peut étre reconnu
comme un codon sens et encoder la pyrrolysine, un acide
aminé non canonique. Ce code génétique étendu a été utilisé
pour modifier le génome du virus de la grippe A. Pour ce faire,
des codons sens ont été remplacés par des codons stop UAG
dans des segments génomiques de I'’ARN viral. L'insertion
de codons stop dans le génome viral permet de produire les
virus uniqguement dans des cellules modifiées contenant la
machinerie traductionnelle orthogonale de Methanosarcina
barkeri et en présence de pyrrolysine, non présente dans les
cellules humaines. Cette approche permet ainsi de convertir
un virus infectieux en virus avirulent incapable de se répliquer
dans des cellules humaines normales.

Cette approche chémobiologique est universelle et pourrait
étre appliquée a d'autres virus pour générer rapidement des
vaccins plus immunogénes et efficaces que les vaccins vivants
atténués classiques. Ces virus a code génétique étendu, ayant
a priori moins de chances de revenir a des formes pathogenes
capables de se répliquer, devraient de plus avoir un niveau
de sécurité plus élevé.

Stratégies thérapeutiques innovantes

Des efforts considérables ont été entrepris ces derniers mois
afin de développer des stratégies thérapeutiques efficaces
contre le SARS-CoV-2 en plus des stratégies vaccinales. Dans
le but de développer de nouvelles thérapeutiques antivirales,
la chémobiologie joint ses forces a la chimie médicinale,
la biologie structurale et la biologie cellulaire.

L’ACTUALITE CHIMIQUE N° 463

« Dans la lutte contre les infections virales

Les connaissances acquises sur les agents antiviraux contre
le VIH, le virus de I'hépatite B (VHB), celui de I'hépatite C (VHC)
et la grippe, ainsi que sur les infections causées par des
coronavirus humains tels que le SARS et le syndrome respira-
toire du Moyen-Orient (MERS) sont essentielles pour le
développement de nouveaux outils chimiques et thérapeu-
tiques contre la COVID-19[18]. Plusieurs cibles thérapeutiques
sont maintenant bien caractérisées telles que les protéines
virales structurales (le spicule (S) par exemple), les protéines
non structurales (protéases, polymérases, etc.), ou encore les
protéines humaines et les récepteurs impliqués dans lI'entrée
du virus dans les cellules hotes. Plusieurs traitements antivi-
raux permettent de bloquer la synthése de I’ARN viral chez
les virus a ARN, y compris les coronavirus humains.
Parallélement des cibles moins conventionnelles sont explo-
rées, comme le génome viral, notamment dans le contexte
des virus a ARN. Dans le génome du virus de I'hépatite C (HCV)
par exemple, les IRES («internal ribosome entry site ») sont
essentiels pour la survie du virus [19]. De nombreuses études
chémobiologiques sur la structure et la fonction de ces
portions du génome ont permis de comprendre leur fonction-
nement et de concevoir des agents antiviraux interagissant
avec ces IRES [20]. L'ARN FSS (« frameshift-stimulating ») du
VIH-1 est un autre ARN régulateur d’'une importance capitale
dans la réplication du virus. L'identification de ligands
capables d'inhiber ses fonctions a montré que le ciblage des
FSS pouvait représenter une stratégie efficace pour le traite-
ment du VIH et d’autres infections virales [21]. De maniére
similaire, des ligands de I'ARN du SARS-CoV-2 ont été identi-
fiés par criblage virtuel, ouvrant ainsi la voie vers de nouvelles
stratégies antivirales [22].

En plus de I'exploration de cibles originales, de nouvelles
stratégies de chémobiologie sont proposées pour augmenter
I'efficacité des molécules. Une avancée récente est la stratégie
PROTAC (« proteolysis targeting chimeras »): des chiméres
constituées d'un inhibiteur d'une protéine virale et d'un
composé capable de recruter une protéase intracellulaire
qui dégrade la protéine elle-méme (encadré) [23]. Ce type
d’approche permet non seulement de cibler la protéine mais
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Figure 4 - Utilisation de la chémo-protéomique pour identifier les cibles protéiques dans P. falciparum des dérivés hybrides d'artemisinin-(iso)quinoline.

aussi d'induire une dégradation de la cible [24]. De la méme
maniére que les PROTAC, I'équipe de M. Disney vient de
synthétiser des RIBOTAC (« ribonuclase targeting chimera »),
c'est-a-dire des chimeéres composées d’'un ligand de I’ARN viral
et d'une molécule capable de recruter une enzyme qui
dégrade I’ARN ciblé [25].

Les mécanismes controlant I'entrée du virus dans la cellule
hote et sa reconnaissance par le systéme immunitaire sont
aussi explorés. Une illustration est I'étude de I'hélicase d’ARN
RIG-1 impliquée dans la détection des particules virales [26].
Les mucines, glycoprotéines qui modulent l'infection dans le
cas des virus de la grippe A, sont un autre exemple de cibles
intéressantes [27]. Ancrées sur les cellules hotes, elles sont a la
fois une barriére protectrice contre la liaison des virus, mais
également un moyen de recruter des particules virales via les
acides sialiques. Pour élucider le r6le moléculaire des mucines,
des mimes polymériques de glycopolypeptides liés aux lipides
des mucines ont été synthétisés et ajoutés a la bicouche
lipidique de la membrane cellulaire. Ce glycocalyx modele
synthétique est ainsi parfaitement contrélé du point de vue
de sa longueur, de son niveau de glycosylation et de sa
densité de surface, ce qui a permis d'étudier le role de ces
différents paramétres dans l'infection.

« Bloquer I'infection virale avec des particules multivalentes
La pandémie que nous vivons aujourd’hui souligne la néces-
sité de développer de nouvelles technologies pour le traite-
ment des infections virales [28]. Une approche prometteuse
pour prévenir l'infection est la conception de particules multi-
valentes synthétiques ou semi-synthétiques qui interferent
avec I'adhésion des virus. Récemment, des capsides de bacté-
riophages ont été modifiées par chimie click, afin d'obtenir un
arrangement spatialement défini de ligands de la protéine
virale hémagglutinine du virus de la grippe A [29]. La géomé-
trie prédéfinie de la capside des bactériophages organise les
ligands dans un arrangement correspondant a la géométrie
des sites de liaison de la protéine virale trimérique. Ces
capsides peuvent ainsi se lier de maniéere optimale aux virus
selon un mode multivalent défini. En recouvrant I'enveloppe
du virus, elles empéchent sa liaison a la cellule héte, inhibant
ainsi l'infection virale.

« Dans la lutte contre les infections parasitaires

Le probléme majeur dans le traitement du paludisme est le
développement de la résistance aux médicaments. L'efficacité
des traitements les plus récents a base d’artémisinine (ART)
(prix Nobel de médecine 2015 a Youyou Tu) est déja atténuée
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par l'apparition de résistances en Asie du Sud-Est, qui sont
en train de s'étendre sur le continent africain. De fagon
élégante, Capci et coll. ont couplé deux classes d’antipalu-
déens (ART-quinoléines) en utilisant I'activation C-H et la
réaction CuUAAC pour obtenir des composés hybrides actifs
a des concentrations nanomolaires sur les souches de
parasites multi-résistants et invivo [30]. Une approche de
chémo-protéomique (encadré et figure 4) a permis d'identifier
les protéines qui se fixent a ces inhibiteurs hybrides [31].

Les dérivés hybrides ART-quinoléine sont fonctionnalisés
avec un groupement alcyne, et ensuite couplés a une biotine
via une réaction CUAAC. Cette sonde hybride-biotine permet
d’extraire les cibles protéiques dans des lysats cellulaires
par chromatographie d'affinité grace a l'interaction biotine-
avidine. Les protéines ainsi « péchées» sont ensuite identi-
fiées par spectrométrie de masse. Les auteurs ont ainsi pu
identifier les protéines cibles de leurs dérivés hybrides dans
ces parasites. De facon intéressante, ces protéines résultent
de l'ensemble des cibles de chacune des deux familles
d’inhibiteurs composant les molécules hybrides.

Détecter et diagnostiquer I'infection

La pandémie de COVID-19 nous montre la nécessité de
développer de nouvelles méthodologies de détection et de
diagnostic pour guider les efforts de surveillance, de traite-
ment et de confinement [32]. Des tests permettant de détecter
rapidement et simplement les agents pathogénes a partir
d’'échantillons cliniques sont toujours recherchés. Différents
outils moléculaires ont été récemment développés avec des
résultats prometteurs permettant d’envisager de nouvelles
méthodologies dans ce domaine.

L'aide de la technologie CRISPR-Cas

Ces derniéres années, la technologie CRISPR-Cas, connue pour
ses applications en édition du génome, a été utilisée pour le
développement de tests de diagnostic moléculaire pour les
maladies infectieuses. Dans la nature, le systeme CRISPR-Cas
permet aux bactéries de combattre leurs pathogénes, les
virus, en clivant des séquences d'acides nucléiques de ces
derniers. Il a récemment été montré que les enzymes Cas13
et Cas12a étaient capables de cliver de maniére indiscriminée
respectivement de I'ARN simple brin (ARNsb) et de I'ADN
simple brin (ADNsb) [33-35]. Cette activité collatérale,
présente uniquement lors de la reconnaissance d'une
séquence cible par un ARN guide dédié, permet de détecter
de maniere spécifique la présence d’ADN ou d’ARN viraux par
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clivage d'une sonde ARNsb ou ADNsb générant un signal
optique détectable par des techniques spectrophotomé-
triques simples ou des bandelettes de papier. Les tests basés
sur CRISPR-Cas peuvent ainsi étre exécutés directement sur
des échantillons cliniques primaires avec un équipement
minimal. Cette technologie a récemment permis le dévelop-
pement d'un test simple de détection du SARS-CoV-2 en
utilisant des ARN guides ciblant les génes E et N du virus [36].

Détecter et diagnostiquer la présence
de bactéries pathogénes

La détection de bactéries dans un échantillon, qu’il soit
d’'origine environnementale, animale ou humaine, repose
encore essentiellement sur la méthode de culture historique-
ment développée par Pasteur et Koch, qui peut s'avérer
limitante en termes de délai. La chémobiologie a permis
des avancées basées sur |'exploitation du métabolisme bacté-
rien et la présence de constituants uniques, notamment au
niveau de leur enveloppe. Certaines biomolécules sont spéci-
fiques des bactéries et n’existent pas dans le monde animal.
On peut citer certains sucres de la paroi bactérienne ou des
glycolipides comme le cord factor, identifié par Lederer, un
glycolipide spécifique des mycobactéries dont la biosynthése
est la cible d'antituberculeux. Ainsi au cours de la derniére
décennie, des sondes, analogues de précurseurs naturels du
métabolisme (acides aminés, sucres, lipides, glycolipides...),
ont été congues pour emprunter la machinerie endogéne
de biosynthése des bactéries. Dans une approche appelée
marquage métabolique, elles sont utilisées pour incorporer
des marqueurs de détection ou d'affinité dans les biomolé-
cules (protéines, membranes...). Par exemple, le lipopolysac-
charide, I'un des constituants de la membrane externe des
bactéries a Gram(-), est composé de différents monosaccha-
rides dont certains, tels que 'acide 3-deoxy-D-manno-octulo-
sonique (Kdo), sont spécifiques de ces bactéries. Leur culture
en présence d’'un analogue de Kdo, porteur d'une fonction
chimique azoture (Kdo-N3), conduit a l'incorporation de ce
leurre métabolique dans le LPS et a la décoration de la surface
bactérienne par ces groupes azoture, qui peuvent ensuite
étre engagés dans une réaction de cycloaddition azoture-
alcyne bioorthogonale (chimie click de type CUAAC ou SPAAC,
encadré) avec un fluorophore ou une biotine qui sera ensuite
révélée par une streptavidine fluorescente [37]. Ces travaux
ont montré qu'il est possible de marquer spécifiquement des
bactéries vivantes, ouvrant ainsi de nombreuses perspectives
non seulement pour répondre a des questions biologiques
précises, mais également proposer de nouveaux outils de
diagnostic. Une approche similaire, basée sur un autre
monosaccharide spécifique de la bactérie Legionella pneumo-
phila, et précurseur de I'acide légionaminique, a permis de
marquer sélectivement ce pathogéne et de développer un
test de détection rapide de sa présence dans un échantillon
environnemental [38].

Un autre exemple concerne les mycobactéries et corynebacté-
ries, telles que M. tuberculosis, M. leprae et C. diphteriae, qui
sont recouvertes d'une mycomembrane trés dense et imper-
méable, constituée notamment de glycolipides trés particu-
liers (cord factor), dérivés de tréhalose (discaccharide non
réducteur du glycopyranose) et d'acides mycoliques (acides
gras ramifiés a trés longues chaines carbonées). Différents
outils ont été développés pour sonder la mycomembrane.
Par exemple, une sonde dérivée de tréhalose porteuse
d’un fluorophore solvatochromique, c’est-a-dire sensible aux
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Figure 5 - Détection de M. tuberculosis dans des expectorats de patients a l'aide de précurseurs
métaboliques de lamycomembrane conjuguésa un fluorophore solvatochromique. A) Incorporation
de la sonde dans la mycomembrane via les voies métaboliques. B) Illustration du protocole
d'étiquetage des échantillons d’expectorats.

changements de polarité du milieu, a permis la détection
rapide de M. tuberculosis dans les expectorations de patients
aprés conversion métabolique de cette sonde en analogue
de tréhalose-monomycolate, puis incorporation dans la
mycomembrane dont le milieu hydrophobe exalte la
fluorescence de la sonde [39] (figure 5).

La chémobiologie, porteuse d’espoir

Les recherches présentées ici sont encore bien souvent au
stade de la preuve de concept et nécessiteront des étapes
de développement avant d’'atteindre une éventuelle applica-
tion thérapeutique. Elles montrent cependant la richesse et
la diversité des approches chémobiologiques. Aujourd’hui,
grace a son caractére intrinséquement interdisciplinaire,
la chémobiologie contribue au développement d’outils
innovants et d'applications dans le domaine des maladies
infectieuses en s'appuyant sur notre connaissance molécu-
laire des pathogénes. Elle permettra aussi d’enrichir les
programmes de découverte de médicaments, ainsi que les
méthodes de diagnostic et de prévention.
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