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*PCR
réaction de polymérisation
en chaine.

DES ENZYMES
POUR

Indifférentes au chaud ou au froid,

a I'acide ou au sel, les bactéries de
I'extréme sont une aubaine pour les
industries consommatrices d'enzymes
et autres composés organiques. Et pour
les chercheurs, qui bénéficient de
nombreuses sources de financement.

‘extraordinaire succés de la PCR*
I est loin de refléter la variété des
perspectives industrielles ouvertes
par les bactéries extrémophiles (voir notre
article p. 34). Leurs facultés de résistance
en font des outils prometteurs, parfois
déja exploités, dans des domaines aussi
divers que I'agroalimentaire, les lessives,
le papier ou l'industrie pharmaceutique.
Elles ont investi plusieurs filidres tradi-
tionnellement fondées sur I'exploitation
de produits naturels issus d’organismes
vivant dans des conditions « normales »
(plantes, animaux, micro-organismes).
Tous domaines confondus, les
enzymes et composés organiques issus
d'organismes extrémophiles drainent un
marché mondial potentiel de 17 milliards
de dollars, estime la société américaine

Joél Querellou,

Yannick Guéguen, Georges
Barbier et Jacques Dietrich

LINDUSTRIE

Les facultes de résistance des extrémophiles n‘ont pas dit leur dernier mot

Diversa. Dont 5 milliards pour la filiére
pharmaceutique. Gain de rentabilité,
mise au point de nouveaux produits,
réduction de la pollution liée 4 l'utilisa-
tion de produits chimiques, tels
sont les atouts escomptés de ces
molécules.

Dans le secteur agroalimen-
taire, on attend beaucoup, par
exemple, de bactéries hyperther-
mophiles du genre Pyrococcus
furiosus, pour simplifier le pro-
cessus de conversion de I'ami-
don en dérivés sucrés (mal-
tose, glucose, fructose). Les
enzymes dont ['action combi-
née assure cette conversion
(amylases, pullulanases, glu-
cosidases), interviennent
aprés une étape initiale de
solubilisation de I'amidon,
a une température supé-
rieure 2 100 °C. On
dispose déja, pour cet
usage, d'une a-amylase
issue d'une bactérie
thermophile modifiée
par génie générique
pour agir entre 95 et
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UN FESTIVAL D’APPLICATIONS
[ES EXTREMOPHILES ENZYMES & COMPOSES ORGANIQUES

APPLICATIONS & PRODUITS
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105 °C. Les chercheurs s'efforcent d'amé-
liorer la rentabilité de ce processus i I'aide
d’enzymes qui, en supportant la tempéra-
ture de solubilisation de I'amidon, mini-
miseraient le nombre d'étapes d'ajuste-
ment des conditions de pH et de
température.

La premiére lessive
aux « engymes gloutons » fut lancée

par Lever en 1969. Elle fit peur aux
ménagéres qui craignivent pour leur linge. ..
(© Modes de Paris, 1969)

Aujourd’hui prés de 90 % des lessives
contiennent des enzymes (protéases,
lipases, amylases), pour une production
annuelle de 13 milliards de tonnes. La
course aux économies d'énergie se traduit
par une évolution des programmes de
lavage vers des températures décrois-
santes et des conditions fortement alca-
lines. D'olr l'intérét pour des bactéries
psychrophiles (qui aiment le froid)® et
aussi alcalophiles®, comme [l'illustre
introduction récente A grande échelle
dans les détergents, par la société Genen-
cor International (Rochester), d'une
extrémoenzyme isolée a partir d'une bac-
térie alcalophile, la cellulase 103. Pour
leur part, les industriels du papier recher-

LA RECHERCHE 317 FEVRIER 1999 87




o

ller et al., FEMS
biology Reviews,
39, 1996,

rikoshi, FEMS
biology Reviews,
59, 1996.

Yersidis, Nature

hnology, 16, 593,

wWEB +

eb.larecherche.fr

Des enzymes pour I'industrie

chent des produits de substitution des
composés chlorés, fortement polluants,
utilisés dans le blanchiment de la péte
4 papier. Clest pourquoi, les enzymes
telles que les xylanases, sont de plus
en plus utilisées, les dernitres en date
étant capables de fonctionner dans des
conditions de forte alcalinité et 4 une
température de 70 °C.

Les industriels de la chimie et de la
pharmacie convoitent, quant a eux, les
extrémoenzymes pour la biosynthése de
molécules, laquelle tend & remplacer la
synthése chimique. Ces extrémophiles
acceptent en effet de fonctionner dans
des solvants non aqueux, qui autorisent
des rendements élevés. C'est ainsi que
la bioconversion par réactions enzyma-
tiques de 'acide 6-aminopenicillanique
(6-APA), un intermédiaire commun 3 la
fabrication de nombreux antibiotiques,
ne nécessite plus qu'une seule étape,
menée dans des conditions réaction-
nelles douces, sans autres réactifs que les
enzymes et leurs substrats.

philes et hyperthermophiles en divers
points du Globe.

Aux Etats-Unis, plusieurs grands
organismes de recherche ont développé
leur programme sur les extrémophiles :
le Scripps Institute (San Diego, Cali-
fornie), I'institut océanographique de
Woods Hole (Massachusetts), I'Institut
national du cancer i Bethesda. La NSF
(Fondation nationale des sciences) a
lancé en 1998 un appel d’offres de
6 millions de dollars sur la vie dans
les environnements extrémes. D’autres
programmes ont été lancés au Japon,
impliquant différents organismes de
recherche dont le Centre maritime japo-
nais de la science et de la technologie
(Tokyo), et les universités de Tsukuba
et de Kyoto®.

Du c6té des entreprises, Amersham
Pharmacia Biotech (Cleveland) déve-
loppe une phosphatase alcaline thermo-
stable, destinée 4 étre incorporée dans
des systémes non radioactifs de détection
de l'activité enzymatique. La société israé-
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LES DEPOTS DE BREVETS SE MULTIPLIENT
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Mis a part les applications de la PCR,

le chiffre d'affaives tiré de l'exploitation

des extrémophiles est encore limité.

Mais la croissance des dépéts de 1983 ¢ 1995
a explosé ces trois derniéres années.

(Source QPAT-US database)

Comme en témoigne la multiplica-
tion des dépdts de brevets, la demande
explose. Les travaux de recherche sont
soutenus par de nombreux programmes
publics ou privés. Lancé en 1997, celui
de la Commission européenne intitulé
« Extrémophiles, usines cellulaires »
draine 7 millions d"Euros vers cinquante-
neuf laboratoires publics et privés. En
France, les chercheurs de I''FREMER et du
CNRS en bénéficient. Grice au Nautile,
I'exploration des sources hydrothermales
situées sur les dorsales A une profondeur
de 3 500 & 4 000 m, et crachant une eau
& plus 300 °C, a permis de récolter envi-
ron deux cent cinquante isolats thermo-
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lienne Archaenzyme Ltd. se consacre,
elle, & lisolement et au développement
d'enzymes & partir d’archaebactéries,
pour diverses applications : ligases 4 ADN,
alcools et glucoses deshydrogénases, pro-
téases. On assiste aussi 4 des alliances
entre des sociétés privées et des orga-
nismes publics ayant un accés privilégié
3 la biodiversité. Ainsi de l'accord passé
en 1997 entre le parc de Yellowstone,
aux Etats-Unis, et la firme Diversa. En
France, un accord du méme ordre vient
d’8tre passé entre la société Protéus et
IFREMER.

Jusqu'a présent la stratégie de
Diversa consistait & puiser dans la biodi-
versité déja caractérisée par les micro-
biologistes, & constituer une collection
aussi universelle que possible et 4 sélec-
tionner, & partir de banques d’expres-
sion, les génes codant pour l'enzyme
recherchée. Cela implique de négocier
['achat des droits avec les propriétaires

des micro-organismes. Cette approche
comporte des limites, toutes les pro-
téines n'étant pas exprimées.

Une nouvelle approche consiste &
considérer les milieux extrémes eux-
mémes comme des gisements de molé-
cules On estime en effet que moins
de 1 % de tous les micro-organismes
présents sur le globe ont éré cultivés ;
il est parfois plus fructueux de récolter
des échantillons bruts des milieux
extrémes (eaux, sédiments, roches)
pour en extraire ['ADN total, correspon-
dant & la biodiversité génique des
espices bactériennes présentes.

Sur les dix-sept génomes
microbiens complétement
séquences, cing appartiennent
a des hyperthermophiles

Le séquencage complet du génome
de bactéries et d’archaebactéries offre
des perspectives supplémentaires. Sur
les dix-sept génomes microbiens com-
plétement séquencés, cinq appartien-
nent & des hyperthermophiles dont
quatre archaebactéries et une bactérie.
Et sur plus de cinquante projets en
cours, sept concernent des archaebacté-
ries issues de milieux extrémes. En se
fondant sur le degré d’homologie avec
des génes connus, on peut assigner i
certaines séquences de ces génomes
une probabilité de fonction, et espérer
identifier ainsi de nouvelles molécules.
Toutefois une proportion variable et
parfois non négligeable des génomes
de ces bactéries reste indéchiffrable.
Ainsi, 70 % des séquences codantes
du génome de la bactérie hyperther-
mophile Pyrubaculum aerophilum ne
s'apparentent a aucun géne connu. Ces
séquences éveillant Iintérét des inves-
tisseurs, plusieurs projets de séquengage
sont menés en concurrence sur des
micro-organismes trés proches : Pyro-
coccus abyssi (France), P. furiosus (Etats-
Unis) et P. horikoshii (Japon).

Malgré l'ampleur des investisse-
ments, peu de bactéries extrémophiles
ont encore franchi le pas de I'exploita-
tion industrielle. Isoler une molécule ne
suffit pas. Il faut la faire fonctionner
dans les conditions souhaitées in witro,
souvent bien différentes de celles de la
cellule ot I'évolution les a sélection-
nées. Une technique de plus en plus
pratiquée consiste & modifier I'enzyme
elle-méme, par génie génétique, en for-
cant in vitro I'évolution de I'ADN et en
criblant ensuite les génes les mieux
adaptés A l'activité recherchée (tech-
niques d'évolution moléculaire).

1.0.,Y.G., G.B. et J.D. W




