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a Passaut du cancer
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Vers des traitements plus efficaces grace
a des programmes génétiques autonomes

Mathieu Morel

>Les promesses d’une édition simple
du génome, récemment apportées par
la technologie CRISPR-Cas9 [1], a
replacé la thérapie génique au centre
des débats scienti- (=) Voir la Nouvelle

fiques et éthiques de H. Gilgenkrantz,

gration d’activités moléculaires spé-
cifiques permet une prise de décision
autonome de ces « programmes » en
fonction des niveaux d’activités cibles
détectés, haut ou bas. Insérés dans
le génome d’une cellule, ces circuits
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détectées, intégrées et analysées par
le « programme » afin de décider de la
mort de ces cellules de maniére auto-
nome. Cependant, I'efficacité de ces
réseaux de genes synthétiques reste
encore a optimiser, surtout pour des

[2] (=). Si ces :Ié/:e:b:ez’ZOM génétiques peuvent déclencher une applications de ciblage thérapeutique
ciseaux molécu- ’ réponse faisant suite a ce diagnos- qui demande une grande spécificité de
p. 1066

laires s’averent

trés puissants et simples d’utilisa-
tion, ils ne sont que des outils. Les
questions restent ouvertes quant a
notre capacité a reprogrammer le
génome ou quant a la fonctionnalité
des séquences que I’on peut désormais
insérer. Depuis plus de quinze ans, des
laboratoires travaillent au développe-
ment de réseaux de genes synthétiques
[3], (<) c’est-
a-dire a

(=») Voir la Chronique
génomique

de B. Jordan, m/s

n° 6-7, juin-juillet
2016, page 651

|"éta-
blissement des
« programmes »
génétiques per-
mettant la lecture en temps réel de
I’état d’une cellule, au traitement de
ces informations et au déclenchement

d’une réponse adaptée [4, 5]. Linté-

tic en cas de déreglement, ou méme
provoquer la mort cellulaire lorsque
plusieurs marqueurs pathologiques
sont activés. Bien que ces approches
soulévent encore de nombreuses
questions éthiques, I'introduction de
ces circuits est susceptible de per-
mettre, néanmoins, le développement
d’une thérapie génique de deuxieme
génération avec des « programmes »
ciblant plus spécifiquement les cel-
lules pathologiques et s’adaptant a
I’évolution d’une maladie. Ce domaine
est donc tres prometteur pour le trai-
tement de cancers, de maladies auto-
immunes, ou de déreglements méta-
boliques [6]. Dans le cas d’une tumeur
cancéreuse, les augmentations d’acti-
vités liées a la malignité peuvent étre

Cellule
cancéreuse

Facteurs de transcription
endogénes ©® ®

TN
®
®e

D

Circuit synthétique

Réponse du circuit
— Gene rapporteur (fluorescence)

— Géne tueur conditionnel

m/sn® 6-7, vol. 33, juin-juillet 2017
DO/ 10.1051/medsci/20173306011

la réponse. Les chercheurs se sont ins-
pirés de I’électronique numérique afin
de concevoir des circuits génétiques
sur un principe binaire, c’est-a-dire
détectant des signaux ou donnant une
réponse du type 0 ou 1. Or les signaux
biologiques ne peuvent pas étre limi-
tés a cette description binaire : ils
sont soumis a une variabilité due aux
fluctuations moléculaires. Nos récents
travaux montrent ainsi que la varia-
bilité intrinseque du circuit et celle
des niveaux d’entrées, due a I’hété-
rogénéité cellulaire, vont induire des
limitations sur I’efficacité du ciblage
thérapeutique, a la fois en terme de
sensibilité ou de spécificité optimale

[71.

Des circuits génétiques inspirés

de I’électronique

Sous la direction du Pr Bar-Ziv de
I’Institut Weizmann, nous avons mis

Figure 1. Principe du circuit génétique syn-
thétique DPI (intégrateurs a doubles pro-
moteurs). Des facteurs de transcription
endogeénes surexprimés dans une cellule can-
céreuse déclenchent une réponse positive du
circuit : I"expression de protéines fluores-
centes ou d’enzymes de conversion d’une pro-

drogue. DPI : dual promoter integrator.
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au point des circuits génétiques syn-
thétiques fonctionnant sur le prin-
cipe simple de la porte logique « €T »
utilisée en électronique numérique :
ceux-ci renvoient une réponse positive
uniquement si les deux signaux d’en-

trées sont détec-

(=») Voir la Synthese
de M. Madec et al.,
m/s n° 2, février 2017,
page 159

tés comme posi-
tifs [11] (=»). La
qualité de détec-
tion de tels circuits
est améliorée du fait de la validation
simultanée de la lecture de deux acti-
vités cibles, limitant ainsi le risque
de faux positifs. Ces circuits géné-
tiques, appelés dual promoter inte-
grator (DPI, intégrateurs a doubles
promoteurs), lisent deux activités
transcriptionnelles grace a des copies
de promoteurs endogenes. lls utilisent
ensuite le principe du double-hybride
afin de former un facteur de trans-
cription synthétique lorsque la cel-
lule présente les deux activités cibles
simultanément [8, 91 (Figure 1). Le
circuit est ainsi constitué de trois
éléments : deux séquences « entrées »
contenant chacune une copie d’un des
promoteurs cibles et une partie du
dimeére de transcription synthétique ;
une séquence « sortie » contenant les
genes effecteurs, rapporteur fluores-
cent et/ou gene tueur, sous le contrdle
du facteur de transcription synthé-
tique formé. Il est également possible
de modifier les parameétres internes
de ce circuit afin d’amplifier le signal
de sortie ou de changer les seuils de
déclenchement d’une réponse positive.
Une étude sur un grand nombre de cel-
lules uniques, faisant appel a des rap-
porteurs fluorescents et a des ana-
lyses en cytométrie en flux, a permis
de mesurer la fonction de réponse de
ces circuits (le niveau de sortie en
fonction des niveaux d’entrées). Nous
avons ainsi obtenu une cartographie
précise du fonctionnement de ces portes
« ET » biologiques, grdce a I"obten-
tion d’une réponse si les deux entrées
atteignaient un niveau suffisant, mais
montrant également une variabilité du
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Figure 2. Ciblage thérapeutique de cellules de tumeur du poumon. ’évolution des « tumeurs »

(en rouge, sur "image de gauche a 5 jours) est suivie par microscopie de fluorescence pendant

environ un mois (images de droite a 15 jours). Sans ajout de la pro-drogue, les tumeurs se déve-

loppent au détriment du « tissu sain » (en bleu), alors qu’avec un traitement conditionné a la

réponse du circuit (en vert/jaune), elles régressent sans perturber le tissu environnant.

seuil de déclenchement de la porte ainsi
qu’un signal de sortie bruité autour
d’un niveau moyen. U'ajout d’un module
amplificateur aide a séparer propre-
ment les niveaux bas et hauts de la
sortie mais amplifie également le bruit
interne : on obtient alors des circuits
trés sensibles pour détecter des cellules
cancéreuses, mais qui augmentent les
erreurs commises sur les niveaux bas, et
donc peu spécifiques. Au contraire, en
utilisant un module de faible intégration
des entrées, une plus grande activité des
entrées est nécessaire pour activer la
sortie : on améliore la spécificité du cir-
cuit, mais au détriment de sa capacité a
détecter toutes les cellules cancéreuses.
De maniéere générale, I"hétérogénéité
cellulaire impose de faire un compromis
entre une grande sensibilité (la capacité
a détecter toutes les cellules cancé-
reuses, mais également des cellules
saines) et une meilleure spécificité du
circuit (la capacité a cibler uniquement
les cellules cancéreuses, mais au risque
d’en manquer une partie).

Vers des traitements plus

spécifiques ?

Nous avons développé un modele in
vitro de ciblage thérapeutique d’une

tumeur du poumon afin d’optimiser la
sensibilité et la spécificité des circuits
dans un environnement plus repré-
sentatif de I’hétérogénéité cellulaire.
’étude a été réalisée a partir de co-
cultures de cellules de deux lignées
de méme origine (cellules feetales du
poumon WI-38) mais présentant des
niveaux de malignité différents [10] :
des cellules a la malignité agressive,
représentant une « tumeur », dans un
environnement « sain » de cellules
pré-malignes. Dans ces cellules can-
céreuses, les circuits détectent une
forte activité des facteurs de trans-
cription responsables de la production
d’histone H2A.1 et de la protéine SSX1
(synovial sarcoma X) impliquée dans le
sarcome synovial, et déclenchent alors
la réponse : "expression d’une protéine
fluorescente et de la protéine TK1-HSV
(thymidine kinase type 1 de I’herpés
simplex virus), qui peut induire la mort
cellulaire en cas d’ajout d’une pro-
drogue. Au contraire, dans les cellules
pré-malignes, la plus faible activité
des entrées ne permet pas de déclen-
cher la réponse du circuit. Il en résulte
une forte différence du niveau d’ex-
pression du gene tueur TK1-HSV entre
la tumeur et son environnement sain,



avec pour conséquence un traitement
plus spécifique lors de I'ajout de la
pro-drogue (Figure 2). Les parametres
internes du circuit, amplification et
seuil, peuvent alors étre optimisés afin
d’obtenir un ciblage plus sensible ou au
contraire plus spécifique en fonction du
traitement utilisé, du type de cancer ou
de son environnement.

Notre étude reste limitée a des sys-
témes biologiques simples : elle devra
étre confirmée par des modeles plus
complexes intégrant des cultures en
3-dimensions ou des biopsies. Ces cir-
cuits devront in fine €tre confrontés
au ciblage de tumeurs in vivo. L'effica-
cité de ces circuits pourrait également
étre améliorée grace a l'utilisation de
signaux d’entrées moins bruités, par
exemple des promoteurs endogenes ou
synthétiques plus spécifiques des cel-

Explication évolutive

de la diversité

des stratégies immunitaires

Andreas Muyerl, Olivier Rivoire?, Thierry Mora®, Aleksandra Walczak!

> Tous les vertébrés a machoire, dont
I’homme, disposent d’un systeme immu-
nitaire adaptatif. Sa fonction est de
prémunir I"organisme contre un large
spectre d’infections potentielles, mais
aussi de garder en mémoire une trace
des pathogenes rencontrés afin de
mieux s’en défendre lors d’une deuxieme
attaque. En paralléle, nous partageons
avec les invertébrés un systéme immu-
nitaire dit inné, fondé sur la reconnais-
sance de motifs moléculaires communs a
de nombreux pathogénes (les PAMP pour
pathogen-associated molecular pat-
terns), qui n’a pas ou, d’apreés certains
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lules cibles. Ce travail souligne néan-
moins I'importance de I'analyse de la
variabilité cellulaire et de la recons-
truction de microenvironnements pour
le développement et I"optimisation de
circuits de ciblage a de véritables fins
thérapeutiques. ¢

Beating cancer with synthetic genes:
towards more effective treatments
through autonomous genetic programs
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travaux qui restent
discutés, peu de
mémoire [1] (=P).
Le terme de sys-
téme immunitaire

(=») Voir la Synthese
de M. Deschamps

et L. Quintana-
Murci, m/s n° 12,
décembre 2016,
page 1079

est généralement

réservé a ces deux bras de I'immunité des
vertébrés. Néanmoins, les organismes
des autres régnes biologiques sont, eux
aussi, dotés d’une grande variété de
mécanismes de défense. Il a ainsi été
établi récemment que le groupe des
Agnathes (les vertébrés sans mdchoire
dont font partie notamment les lam-
proies) disposait de son propre « systéme

immunitaire adaptatif » qui a évolué de
maniere indépendante de celui des ver-
tébrés a machoire, mais qui en partage
de nombreuses caractéristiques [2]. Les
plantes sont également dotées d’une
immunité qui se rapproche de 'immunité
innée des animaux (tout en possédant
un certain degré de mémoire) appelée
résistance systémique acquise [3]. Les
bactéries elles-mémes possédent une
large panoplie de défense contre les
virus : un systeme de restriction et de
modifications, la sécrétion de polysac-
charides qui protegent leurs récepteurs,
le suicide cellulaire, etc. A cet arsenal
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