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La capacité des organismes multicel-
lulaires a coordonner les fonctions de
cellules spécialisées est parfois mena-
cée par la dérégulation d’une fonction
particuliere. Afin d’identifier un dys-
fonctionnement pouvant étre d’origine
endogeéne ou produit par un agent exté-
rieur, organisme ne cesse de contréler
une myriade de paramétres pour se tenir
prét a opposer une réponse adaptée au
probléme. Il peut arriver que le corps
produise une meilleure réponse avec
I’aide d’un agent médicamenteux, mais
il est trés rare que les molécules théra-
peutiques agissent avec autant de par-
cimonie et de précision que le systeme
vivant. Il est évidemment souhaitable
que les traitements chimiques soient
toujours mieux ciblés, et on peut envisa-
ger produire des médicaments capables
d’analyser leur environnement avant
de décider de libérer leur(s) agent(s)
actif(s). Dans Le voyage fantastique’,
un film de 1966, un traitement « intel-
ligent » avait été imaginé a partir d’un
sous-marin qui avait été miniaturisé
avec un équipage de scientifiques a
bord, le tout injecté chez une personne
dans le coma. Avec quatre personnes
aux commandes, le vaisseau-médi-
cament pouvait intégrer une quantité
innombrable d’informations et, ainsi,
agir de maniere tres ciblée et efficace.
Les machines fabriquées de nos jours
ont une capacité d’analyse toujours plus
grande, mais elles restent tres limitées

! Film américain de science-fiction réalisé par Richard
Fleischer en 1966.
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dans leur capacité de décryptage des
réseaux d’informations des systemes
vivants. La construction, a partir des
processus d’ingénierie classiques, de
«nanomachines » capables de pénétrer
dans les cellules et d’interagir avec des
molécules présentes en quantités infi-
nitésimales n’est pas une mince affaire.
Un systeme créé a partir de composants
biologiques se révele étre généralement
bien mieux adapté pour fonctionner dans
les cellules. La biologie synthétique est
un nouveau domaine de recherche qui
applique les principes de I'ingénierie, et
crée, a partir des « briques » élémen-
taires du vivant, un dispositif suscep-
tible d’accomplir une fonction désirée.
Grace a l'unicité du code de la vie, il est
possible d’assembler et de connecter
entre eux des éléments biologiques pro-
venant du monde bactérien, végétal et
animal, pour les faire fonctionner dans
une grande variété de cellules apparte-
nant a tous les regnes du vivant. Ces nou-
velles « machines biologiques » ont été
principalement développées a partir de
circuits génétiques : ces circuits sont des
ensembles de genes sensibles a leur envi-
ronnement et connectés entre eux par des
mécanismes d’activation et de répression,
dans le but de transmettre une réponse
adaptée aux signaux regus. Des systemes
biosynthétiques ont ainsi été congus pour
des applications tres diverses, telles que
I’utilisation de bactéries pour stocker
de I'information dans leur ADN [1], de
I’optogénétique pour stabiliser I’lhoméos-
tasie du glucose [2,
9] (=») ou encore la
reprogrammation de
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ter leur multiplication dans les tumeurs
et détruire les cellules cancéreuses [3].
A partir du concept de calcul biomolécu-
laire [4], on peut concevoir des systémes
dont la puissance d’analyse est de plus
en plus poussée. Dans cet article, nous
détaillons les premiere et seconde géné-
rations de circuits génétiques capables
d’intégrer le signal d’une demi-dou-
zaine de molécules, afin d’identifier
précisément différents types de cellules
humaines en fonction des logiques implé-
mentées [5, 6].

Des combinaisons de microARN pour
identifier les cellules cancéreuses

De nombreux criteres morphologiques,
métaboliques ou moléculaires carac-
térisent les cellules cancéreuses. Leur
identification a partir de I’expression de
facteurs endogeénes tels que les récep-
teurs, les facteurs de transcription et les
microARN est couramment utilisée, et
certaines de ces molécules représentent
des cibles thérapeutiques. Les microARN
sont de courtes séquences d’ARN inhibi-
trices, qui s’hybrident a un ARN messa-
ger cible, et en régulent négativement
la concentration et la traduction en
protéine. Nous décrivons ici un circuit
génétique que nous avons congu pour
analyser la signature microARN des cel-
lules et agir sur celles-ci en fonction
de leur profil moléculaire. Le circuit est
programmé pour répondre a la détec-
tion d’une combinaison de microARN
trés précise, sous la forme de I'expres-
sion d’une molécule fluorescente ou
d’une molécule toxique, selon que I'on
souhaite respectivement identifier ou
tuer les cellules exprimant un profil
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Figure 1. Fonction logique avec des molécules d’entrées répressives. Le(s) signal(aux) d’entrée

du circuit est (sont) en noir, le signal de sortie est en rouge et le(s) élément(s) d’inversion

du signal en brun(s). La couleur estompée indique I'absence de la molécule. Les connecteurs

A extrémité droite indiquent une action de répression. Table de vérité (A) entrée(s) NON ; (B)

entrée(s) OUI.

moléculaire prédéfini. Il existe des mil-
liers de microARN différents, et chacune
de ces molécules est relativement facile
a détecter, car il suffit d’insérer la
séquence complémentaire dans n’im-
porte quel géene pour le réguler négati-
vement.

Avec les répresseurs tels que les microARN,
la fonction logique la plus évidente a
créer est I'opérateur NON, qui signifie
qu’une sortie est produite uniquement en
I’absence de la molécule d’entrée ; ainsi,
en présence du répresseur, la protéine
réponse du circuit est réprimée (Figure
1A, gauche). Il n’est pas plus difficile de
produire la fonction logique €T avec deux
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opérateurs NON : dans ce cas, une sortie
n’est produite qu’en 'absence de deux
types de molécules, toutes deux contro-
lant négativement la réponse (Figure 1A,
centre). Enfin, la fonction OU de deux
opérateurs NON produira une réponse
dans tous les cas, excepté quand les
deux entrées sont présentes (Figure 14,
droite). Pour les fonctions OUI, la sor-
tie n'est pas directement contrdlée par
I’entrée, un niveau intermédiaire consti-
tué d’un systeme répresseur doit étre
intercalé. Uentrée microARN va réguler
négativement un répresseur synthétique,
qui, a son tour, va réprimer la produc-
tion de la sortie. Ainsi, en présence de

I’entrée, le répresseur sera réprimé et un
signal sortie sera produit. Inversement,
en I'absence d’entrée, le répresseur est
présent, ce qui empéche la production de
la sortie (Figure 1B, gauche). Comme pour
I’opérateur NON, il est également possible
d’implémenter des fonctions logiques €T
et OU (Figure 1B).

Fonctionnement d’un profileur

de microARN cellulaire

L'inversion d’un signal répresseur en
signal activateur nécessaire a I'im-
plémentation de la logique OUl du
microARN est évidemment la plus com-
plexe, et compose la majeure partie du
circuit (Figure 24) [5]. Le répresseur
synthétique est contrdlé négativement
tant au niveau transcriptionnel que
post-transcriptionnel par le microARN
entrée. Pour le premier, le microARN va
agir sur un activateur (rtTA) situé en
amont qui va agir positivement sur la
production du répresseur (Lacl), ainsi
que sur le répresseur lui-méme (Figure
2A encadrement jaune). Les microARN
implémentés avec la fonction NON
ciblent directement la sortie en I'empé-
chant de produire une protéine réponse
(Figure 2A, encadrement bleu). Un pro-
fil moléculaire de six molécules a été
établi a partir d’un atlas d’expression
de microARN [7], qui reconnait spéci-
fiquement une lignée cellulaire dérivée
d’un cancer du col de I'utérus (Hela).
Le profil cellulaire peut étre décrit sous
la forme d’une fonction booléenne, miR-
21 €T miR-17-30a €T NON (miR-141) €T
NON (miR-142[3p]) ET NON (miR-146a).
Avec cinqg entrées, il existe 32 confi-
gurations possibles, dont 31 doivent
rester éteintes (Off) et une seule doit
produire une réponse (On). Chacune
des possibilité a été testée, et seule la
configuration du profil désiré produit le
signal voulu (On) (Figure 2B). Lorsque
les trois entrées NON sont absentes, on
peut observer que la réponse est légere-
ment produite. Afin d’éliminer au mieux
le signal lorsque le profil moléculaire ne
correspond pas (Off), un second répres-
seur a été ajouté sous la forme d’un
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Figure 3. Deuxiéme génération de profileur de microARN. A. Le schéma de gauche illustre e probleme de « fuite » de la réponse, avant que les régu-
lateurs soient pleinement opérationnels. Le schéma de droite illustre I"allumage tardif de la réponse pour permettre "accumulation de modules
régulateurs. B, C. Comparaison des performances du circuit avec et sans contrdle temporel. On constitutif indique la production de la réponse
sans contréle, Off constitutif indique la répression de la réponse sans contrdle, et détecteur miR-21 ou circuit 21/17-30a indiquent Iexpression
différentielle de la réponse en fonction du type cellulaire. B. A gauche, les schémas montrent les modules détecteur de miR-21 avec (bas) et sans
(haut) contrdle temporel et leurs perfomances respectives (droite). C. A gauche, le schéma montre le circuit classificateur de cellule Hela avec

contrdle temporel, et les performances illustrées avec des prises de vues au microscope. Certaines figures ont été en partie reproduites a partir de



microARN synthétique (miR-FF4) épissé
a partir de ’ARN messager du premier
répresseur (Figure 2C). La réponse de ce
systeme prend la forme d’une protéine
apoptotique (hBax), dont I"expression
déclenche la mort cellulaire. U'action de
hBax a été atténuée par une molécule
antidote (Bcl-2), qui sera détruite par
certains microARN lorsque la réponse
est produite. La spécificité et la sen-
sibilité du circuit génétique ont été
testées sur des cellules non cancéreuses
issues de rein embryonnaire (HEK-293),
mélangées a des cellules cancéreuses
Hela (cancer du col de I’utérus). Dans
I’enchevétrement cellulaire in vitro, le
circuit parvient a identifier et éliminer
les cellules cancéreuses tout en préser-
vant les autres (Figure 2C).

Pour dépasser la preuve de concept, il
était important de comprendre pour-
quoi le circuit se déclenchait dans cer-
taines cellules qui ne contiennent pas
le bon profil moléculaire (~10 %), ce qui
constituait un faux positif. €n étudiant
la dynamique de production du circuit
grdce a la cytométrie de flux, nous avons
observé que I'immense majorité des
erreurs étaient produites lors de la phase
d’assemblage du circuit [6] (Figure 34,
haut). Les composants régulateurs tels
que rtTA, Lacl, miR-FF4 mettent un cer-
tains temps (4-6 h) avant d’étre pleine-
ment opérationnels. Durant ce laps de
quelques heures, le circuit n’est soumis
a aucun contrdle. L'état par défaut de la
réponse étant allumé, le circuit produit
la molécule de sortie a pleine puissance
avant d’étre progressivement régulé par
le module répresseur lorsque ce dernier
atteint la concentration optimale. Un
mécanisme retardant la production de
la réponse a été introduit, de facon a
ce que la cellule contienne suffisam-
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ment de molécules de contrdle lorsque
la réponse commence a étre produite
(Figure 3A, bas). Ce retard est généré
par I'intermédiaire d’une recombinaison
génétique [8] : initialement la réponse
est en position inversée, ce qui empéche
sa synthese, puis est finalement recom-
binée dans le sens de production
(Figure 3B, bas). Cette opération — la
production de I’enzyme (Cre recombi-
nase) et la recombinaison — requiert un
certain temps, ce qui permet d’éliminer
presque intégralement les faux positifs.
Les modules détectant les microARN
ont été testés individuellement, et leur
différence d’expression entre les cel-
lules non cancéreuses dépourvues de
miR-21 (HEK-293) et les cellules can-
céreuses exprimant miR-21 (Hela, HCT-
116 et Huh-7) a été améliorée plus de
50 fois (Figure 3B). Le mécanisme de
recombinaison a également été installé
dans le circuit d’identification des cel-
lules Hela, ce qui améliore de pres de
10 fois ses performances (Figure 3C).
Cette nouvelle architecture permet une
reconnaissance des cellules de maniere
digitale en éliminant pratiquement
toutes les erreurs d’identification posi-
tive. Une configuration du systeme a
également été testée dans laquelle la
réponse s’exprime sous la forme d’une
molécule extrémement toxique (HSV-
TK), et comme précédemment, le ciblage
est sélectif, un seul type cellulaire est
éliminé.

Les performances de la seconde géné-
ration de circuits permettront d’ana-
lyser des profils moléculaires de plus
en plus complexes et, ainsi, d’agir
sur des types de cellules extréme-
ment précis. Le circuit présenté ici
a été spécifiquement développé a
des fins thérapeutiques pour recon-

> Grace a m/s, vivez en direct les progres
des sciences biologiques et médicales
SN (.
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naitre les cellules cancéreuses. De
nombreuses autres applications, en
recherche comme dans une démarche
diagnostique, requierent une identifi-
cation cellulaire fiable et robuste. La
facilité avec laquelle le circuit peut
€tre programmé pour reconnaftre un
profil moléculaire particulier permet-
tra bient6t son utilisation dans de tres
nombreuses applications. ¢

View of the inside: genetic circuits for
the analysis of intracellular molecular
profiles
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