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Un objectif de santé publique :

le vieillissement durable

Eric Gilson

> Le vieillissement est généralement vu par les biologistes comme
une diminution progressive de la fonctionnalité des organes, pou-
vant aboutir a la mort. Il s’accompagne d’une augmentation de
la susceptibilité de développer de nombreux cancers et maladies
dégénératives pouvant toucher la quasi-totalité des organes
(maladies neurodégénératives, cardio-vasculaires, métabo-
liques, pulmonaires et articulaires pour n’en citer que quelques
unes). Savoir si le vieillissement est un processus programmé,
comme I’est le développement, dont il pourrait constituer I’épi-
logue, ou simplement une accumulation aléatoire de dommages
est une question polémique. €n d’autres termes, existe-t-il une
biologie propre du vieillissement ou simplement des situations
physiopathologiques liées a la dégénérescence des organes et des
systemes ? Cette question est fondamentale pour le traitement
médical du vieillissement, car s’il existait une biologie propre du
vieillissement, elle pourrait nous éclairer sur les déterminants
biologiques communs a de nombreuses maladies. Il serait alors
possible d’intervenir sur ces déterminants pour prévenir simulta-
nément I'apparition de nombreuses maladies dans la population
générale. Cette approche révolutionnerait la médecine et notre
société.

Les progrés récemment accomplis par la communauté biomédicale
dans le domaine du vieillissement sont impressionnants et des-
sinent les contours de ce qui apparait comme une biologie propre
du vieillissement. Son concept « central » repose sur le fait que la
cellule peut vieillir : on dit qu’elle devient sénescente et que cette
sénescence est en grande partie responsable du vieillissement de
I’organisme. Les travaux de recherche sur la sénescence cellulaire
ont abouti a la description d’une série de dysfonctionnements
moléculaires responsables du vieillissement : instabilité géno-
mique, raccourcissement télomérique, altérations épigénétiques,
perte de la protéostase, dérégulation du métabolisme énergé-
tique, dysfonctionnement mitochondrial, épuisement des cellules
souches et communication intercellulaire altérée [1]. Tous ces
dysfonctionnements contribuent a I’accumulation des cellules
sénescentes dans nos tissus, placant la sénescence au cceur de
la biologie propre du vieillissement et suscitant une nouvelle
stratégie pharmacologique, appelée sénothérapie, qui consiste
a empécher ou réverser "accumulation de cellules sénescentes
dans nos tissus pour prévenir et soigner les maladies du vieil-
lissement. Cependant, a I'inverse, la sénescence peut étre aussi
bénéfique pour certaines étapes du développement, ainsi que
pour la réparation tissulaire et la protection contre le cancer. Les

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020
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futurs traitements sénolytiques devront donc respecter les
« bonnes » cellules sénescentes et agir au bon moment et
au bon endroit.

Le raccourcissement de I’ADN télomérique® est le seul type
de dysfonctionnement cellulaire observé lors du vieil-
lissement qui soit également clairement programmé au
cours du développement, avec une inhibition somatique
de la télomérase en fin d’embryogenése [2]. Le rdle clé de
ce raccourcissement dans le vieillissement est d’ailleurs
illustré par le fait que les patients porteurs de mutations
dans les genes de maintenance des télomeres ont des
télomeéres bien plus courts que ceux de la population
générale, a dge égal, et souffrent d’'un syndrome proge-
roide (téloméropathies)??. De plus, dans la population
générale, les télomeres courts sont associés a un risque
augmenté de mortalité, quelle que soit la cause de celle-
ci.

Mais le raccourcissement de ’ADN télomérique n’est
pas seulement la conséquence de Iincapacité de notre
machinerie conventionnelle de réplication a dupliquer
fidelement les deux brins de la molécule d’ADN parentale ;
il est aussi le résultat d’'un mécanisme spécifique, couplé
a la réplication de nos extrémités de chromosome, qui
entraine la dégradation de I"extrémité du brin 5’ d’une des
deux chromatides sceurs. Ce mécanisme associe la fixation
de I’exonucléase Apollo au télomeére par I'intermédiaire
de la sous-unité du complexe Shelterin appelée TRF2
(TTAGGG repeat binding factor 2)}, elle-méme fixée sur
’ADN télomérique double brin [3]. Il existe donc un méca-
nisme spécifique, sélectionné au cours de I’évolution, pour
amplifier le raccourcissement de I’ADN télomérique lié a la
réplication terminale, suggérant qu’un raccourcissement
progressif peut conférer un avantage évolutif. Soulignons
d’ailleurs qu’une patiente exprimant une protéine Apollo
incapable d’interagir avec TRF2 présente une forme séveére

! Les extrémités naturelles de chromosomes, appelées téloméres, sont formées d’une
répétition en tandem de petits motifs d’ADN (5°-TTAGGG chez tous les vertébrés) qui
sert de substrat @ une transcriptase inverse, la télomérase, qui compense I’érosion
réplicative de nos extrémités de chromosome, et de site de fixation pour le complexe
protéique Shelterin qui stabilise les télomeéres en les empéchant d’étre reconnus comme
des cassures accidentelles.

? La dyskératose congénitale est le syndrome progéroide de référence des téloméro-
pathies avec ses formes sévéres qui sont les syndromes de Hoyeraal-Hreidarsson et de
Revesz. D’autres types de téloméropathies regroupent le syndrome de Coats plus, les
anémies aplasiques et les fibroses pulmonaires idiopathiques.
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de téloméropathie [4]. De toutes ces données émerge donc
la vision qu’un raccourcissement progressif des télomeres,
normalement contrdlé, peut étre bénéfique au cours du déve-
loppement embryonnaire, voire au cours de la vie adulte et
du vieillissement. Cela pourrait s’expliquer par les propriétés
onco-suppressives du raccourcissement de ’ADN télomérique.
Cette question reste cependant largement sans réponse. |l
existe par ailleurs de plus en plus d’évidences montrant que
les télomeéres et les mitochondries sont fonctionnellement liés,
couplant le statut télomérique au métabolisme énergétique
[5]. Une hypotheése intéressante qui en découle est que la taille
des télomeres serve de rhéostat au métabolisme au cours du
développement et du vieillissement.

'idée apparait donc que le raccourcissement somatique des
télomeres est un programme génétique per se, liant développe-
ment et vieillissement. Mais combien de temps pouvons-nous
vivre ? Le taux de mortalité par année jusqu’a I’dge de 100 ans
a fortement diminué depuis le milieu du xix® siecle dans les
sociétés industrielles mais est demeuré constant au-dela, avec
une espérance de vie maximale plafonnant autour de 120 ans
(Jeanne Calment a atteint 122 ans) [6]. Il apparait donc que
les avancées socio-économiques et médicales n’ont pas permis
de faire reculer significativement le taux de mortalité annuel
au-dela de 100 ans, suggérant I"existence d’une barriere biolo-
gique intrinséque qui limite la vie humaine au-dela cet age. La
nature de cette barriére est inconnue. Que le programme télo-
meére contribue a cette barriére est une hypotheése séduisante.
Si la taille de nos télomeres a la naissance et leur vitesse de
raccourcissement dans les cellules somatiques sont en partie
déterminées génétiquement, des situations de stress, y com-
pris psychologiques, peuvent accélérer leur raccourcissement
et contribuer a un vieillissement prématuré [2]. Par exemple,
les adultes ayant été victimes de sévices dans leur enfance
présentent des télomeres plus courts que la taille normale-
ment observée, et des signes de vieillissement prématuré. Ces
résultats indiquent que, pour limiter "apparition de maladies
chroniques invalidantes dans la population Ggée, pour obtenir
un vieillissement que I"on pourrait qualifier de durable, il est
essentiel de mieux comprendre les relations entre les processus
biologiques du vieillissement, les histoires de vie, le compor-
tement, le contexte socio-économique et I’environnement.
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Un message donc a méditer par nos décideurs politiques. Un
premier pas a été fait par I'Inserm dont un des programmes
transversaux est consacré au vieillissement (consortium
AGEMED « from aged cells to medical applications »), qui
réunit plus de vingt équipes frangaises représentant toutes
les disciplines biologiques liées au vieillissement. Nous avons
besoin maintenant d’élargir ce spectre disciplinaire par des
approches holistiques et intégratives et de créer les conditions
de coalitions internationales ambitieuses pour proposer a la
société des solutions pour un vieillissement durable. ¢

A public health goal: sustainable aging
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La macro-architecture
en lobules du tissu adipeux
humain définit des niches

influencant le devenir
des cellules progénitrices

Nathalie Boulet, Jean Galitzky

> Les tissus adipeux jouent un rdle pri-
mordial dans la gestion des réserves
énergétiques de I"organisme en assu-
rant, grdce aux adipocytes, le stoc-
kage et la libération des lipides. Les
tissus adipeux sont localisés dans
des dépots anatomiques principale-
ment sous-cutanés (Sc) et viscéraux
(Vs). Chez ’homme, la répartition
corporelle de ces dépots est déter-
minante pour la santé : un dévelop-
pement excessif de tissu adipeux Vs,
qui caractérise I’obésité « centrale »,
est en effet associé a un risque élevé
de développer des complications car-
dio-métaboliques [1]. Les méca-
nismes cellulaires et moléculaires de
cette association restent cependant
a déterminer. Le concept d’« expansi-
bilité » des dépots adipeux développé
par Vidal Puig postule qu’un défaut de
mise en réserve des lipides en exces
dans le tissu adipeux Sc conduit a leur
accumulation dans les organes méta-
boliquement actifs tels que le muscle,
le foie et le pancréas [2]. Ces dépbts
ectopiques sont toxiques et contri-
buent a la résistance a I’insuline. €n
paralléle, "hypothese portale propose
que 'activité élevée de libération des
acides gras du tissu adipeux Vs dans le
sang expose le foie a de fortes quan-
tités de lipides arrivant par la veine
porte, ce qui conduit a une résistance
hépatique a I’insuline [3]. La capacité
des dépots adipeux a gérer les lipides
en exces apparait donc déterminante.
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Uhypertrophie! et I’hyperplasie? adi-
pocytaire sont les deux mécanismes
qui permettent d’augmenter la capa-
cité de stockage d’un dépot adipeux.
Uaugmentation de la quantité de
triglycérides dans la vacuole lipi-
dique des adipocytes conduit a leur
hypertrophie, dont la limite dépend
des contraintes physiques liées a la
matrice extracellulaire qui les entoure
[4]. Paugmentation du nombre d’adi-
pocytes provient de la différenciation
en adipocytes de cellules progéni-
trices présentes dans les dépots (adi-
pogenése). Nos études ont montré
que les cellules progénitrices du tissu
adipeux Sc humain qui ont la capacité
de se différencier en adipocytes in
vitro sont caractérisées par I’expres-
sion du marqueur de surface CD34 et
I’absence des marqueurs CD45 et CD31
[5]. Ces cellules ont aussi la capa-
cité d’exprimer des marqueurs des
myofibroblastes, dont aSMA (smooth
muscle actin), lorsqu’elles sont sti-
mulées par TGFB (transforming growth
factor ) in vitro [6]. Plus récemment,
nous avons mis en évidence, a I'aide
des marqueurs membranaires MSCA1
(mesenchymal stem cell antigen 1
ou phosphatase alcaline tissulaire

! I’hypertrophie cellulaire est une augmentation du volume
d’une cellule en rapport avec une augmentation de la taille et
du nombre de ses constituants.

Z Uhyperplasie désigne une augmentation du volume d’un
tissu ou d’un organe due & I'augmentation du nombre de
ses cellules.

non—spécifique) et CD271 (ou NGFR/
p75NTR, récepteur du facteur de crois-
sance neurale NGF), que la popu-
lation native des cellules progéni-
trices humaines est constituée d’au
moins trois sous-populations [7], ce
qui souléve plusieurs questions. Ces
sous-populations représentent-elles
des cellules avec des potentialités de
différenciation différentes ou corres-
pondent-elles a des états distincts
au cours de la différenciation adi-
pocytaire ou myofibroblastique ? Les
dépdts adipeux Sc et Vs possedent-ils
des sous-populations équivalentes de
cellules progénitrices ? €Enfin, cette
hétérogénéité des progéniteurs est-
elle liée a des localisations particu-
lieres définissant des niches spéci-
fiques ?

Notre étude, réalisée par des approches
de tri cellulaire, de cytométrie en flux,
d’imagerie en trois dimensions sur des
territoires adipeux appariés Sc et Vs
(omentum?®) d’individus de poids nor-
mal ou obéses, a révélé I'hétérogénéité
fonctionnelle de ces sous-populations
de progéniteurs associée a une organisa-
tion spatiale particuliere dans les dépots
adipeux [8]. Ces caractéristiques pour-
raient expliquer les disparités obser-
vées entre développement excessif des

¥ ’omentum, ou épiploon, correspond a deux feuillets de
péritoine (la membrane séreuse qui tapisse I"abdomen, le
pelvis et les viscéres) accolés.
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Figure 1. Réle de ’axe CD271/NGF dans la différenciation myofibroblastique. €n réponse au TGF[3,
les expressions de CD271 et de son ligand NGF augmentent @ dans les cellules progénitrices
CD34*/CD457/CD31". NGF active son récepteur CD271 @ et induit le clivage de ce dernier par les
complexes y-sécrétases @ La libération de la partie intracellulaire (intracellular domain, 1CD)
de (D271 conduit a 'expression de marqueurs myofibroblastiques @ (GLI1, INHBA, ELN, COLIAI,
COL3A1, aSMA). La différenciation myofibroblastique peut étre inhibée par un anticorps anti-

NGF neutralisant ainsi que par un inhibiteur des complexes y-sécrétases.

masses grasses, leur localisation, et le
risque cardio-métabolique.

Des sous-populations de cellules
progénitrices avec des potentialités et
des origines distinctes

Des approches de tri cellulaire réa-
lisé sur des cellules natives révelent
qu'indépendamment du dépot adipeux,
la sous-population de cellules expri-
mant MSCAl (MSCA1*) représente les
progéniteurs les plus engagés dans la
voie adipogénique. En effet, les ana-
lyses de données de séquencage d’ARN
(Ampliseq) montrent que les progé-
niteurs MSCAL* ont un enrichissement
en transcrits des génes impliqués dans
les voies du métabolisme adipocy-
taire, et une capacité adipogénique
élevée en comparaison avec les autres
sous-types, tandis que les cellules qui
n'expriment pas MSCAI et expriment
CD271 (MSCA17/CD271*) présentent un
enrichissement en transcrits des geénes
impliqués dans les voies de signalisation
activées par le TGFP et dans la fibrose.
In vitro, en présence de TGFP, les pro-
géniteurs MSCA1"/CD271" présentent un
fort potentiel myofibroblastique, carac-
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térisé par 'expression de marqueurs tels
que a.SMA, inhibine BA (INHBA) et le
facteur de transcription GLI1 (glioma-
associated oncogene homolog 1), et
par la synthése de collagénes. De plus,
nos résultats suggerent que le récepteur
(D271, marqueur des progéniteurs des
myofibroblastes, est également, avec
son ligand NGF, un acteur de la diffé-
renciation myofibroblastique induite
par le TGFP (Figure 1). Ainsi, les deux
sous-populations de cellules identifiées
par I'expression, soit de MSCA1, soit de
(D271, représentent respectivement des
progéniteurs adipogéniques et myofi-
broblastiques.

’analyse transcriptomique de la sous-
population de cellules n’exprimant
ni MSCAL ni CD271 (MSCAL17/CD2717)
indique un enrichissement en transcrits
de genes impliqués dans la pluripotence
des cellules souches embryonnaires, tels
que CD24, décrit comme identifiant les
progéniteurs adipocytaires murins les
plus immatures [9]. Il reste a confir-
mer si ces cellules sont les précurseurs
des sous-populations MSCAL™/CD271" et
MSCAT". Bien que ce sous-type cellulaire
semble correspondre aux cellules les

plus immatures dans les deux dépots,
il a une origine développementale dif-
férente selon la localisation adipeuse.
€n effet, les cellules MSCA17/CD271" du
tissu adipeux Vs présentent un enri-
chissement en transcrits épithéliaux
et mésothéliaux (génes WTI, LRRN4,
MSLN, génes de kératines), qui n’est pas
retrouvé dans celles du tissu adipeux Sc.

Modulations différentes de ces sous-
populations cellulaires avec I’obésité
selon le territoire

Par des approches de cytométrie en flux
réalisées sur des dépots Sc et Vs appa-
riés chez des individus de poids normal
et chez des individus obeéses, nous avons
pu montrer que les sous-populations
de cellules progénitrices ne sont pas
réparties de maniéere similaire selon la
localisation tissulaire et selon le statut
d’obésité. €n effet, le tissu adipeux Sc
d’individus de poids normal contient
majoritairement des progéniteurs
MSCA17/CD2717, alors que leur tissu
adipeux Vs est principalement composé
de progéniteurs MSCA17/CD271". Chez
les individus obéses, le nombre de pro-
géniteurs MSCAL™ est augmenté d’un
facteur 10 (en moyenne) et celui des
progéniteurs MSCA17/CD271" d’un fac-
teur 3 dans le tissu adipeux Sc, alors que
le nombre de progéniteurs de chacun des
trois sous-types reste inchangé dans le
tissu adipeux Vs. Enfin, les progéniteurs
isolés du tissu adipeux Sc de patients
obéses ont une potentialité adipogé-
nique plus élevée et myofibroblastique
plus faible que ceux du tissu adipeux
Vs. Uensemble de ces résultats suggere
que les progéniteurs du tissu adipeux
Sc s’orientent préférentiellement vers la
voie adipogénique avec le développe-
ment excessif de la masse grasse dans
I'obésité, alors que ceux du tissu adi-
peux Vs s’engagent préférentiellement
vers la voie myofibroblastique. Ainsi,
les capacités d’hyperplasie adipocytaire
du tissu adipeux Vs seraient limitées et
pourraient contribuer aux risques car-
dio-métaboliques associés a I’obésité
centrale.
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Figure 2. Hétérogénéité des lobules des tissus adipeux sous-cutané et viscéral chez lindividu

obese. Les lobules de tissu adipeux sont recouverts d’une membrane de tissu conjonctif, le septa,

et contiennent les adipocytes dans le stroma. Le tissu adipeux viscéral (Vs) présente des lobules

plus petits que le tissu adipeux sous-cutané (Sc), un septum plus dense qui contient des progé-

niteurs immatures MSCA1/CD271" d’origine mésothéliale, et de nombreux progéniteurs myofibro-

blastiques MSCA17/CD271". Le tissu adipeux Sc contient dans son stroma davantage de petits et

de gros adipocytes, ainsi que de progéniteurs adipocytaires MSCAL* que le tissu adipeux Vs, et,

dans ses septa, des progéniteurs immatures MSCA1"/CD271", dont I’origine reste a déterminer.

Caractérisation histologique des
lobules des tissus adipeux Sc et Vs
chez le sujet obése

Le tissu adipeux humain est organisé
en lobules, qui représentent les unités
structurales de ce tissu. Cependant la
composition matricielle et I'organisa-
tion cellulaire de cette unité structu-
rale du lobule, ainsi que les différences
potentielles entre les dépdts n’ont pas
fait objet d’études approfondies.
Nos travaux sur la macro-architecture
de tissus adipeux Sc et Vs d’individus
obéses ont révélé que les lobules du
tissu adipeux Sc sont de plus grande
taille que ceux du tissu adipeux Vs, et
que leur structure matricielle est moins
dense. €n effet, nous avons montré,
par imagerie 3D, la présence de deux
compartiments matriciels : le stroma
(tissu conjonctif situé a Iintérieur du
lobule) et les septa inter-lobulaires
(membranes de tissu conjonctif entou-
rant les lobules). Les septa des lobules
du tissu adipeux Vs sont plus denses et
contiennent des fibres de collageéne et
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d’élastine de diameétre plus important
et plus rectilignes que ceux des lobules
du tissu adipeux Sc. La faible densité
des septa des lobules du tissu adipeux
Sc est associée a une répartition des
diametres adipocytaires en faveur des
petits (nouvellement formés) et des
gros (hypertrophiés) adipocytes.

Niches des cellules progénitrices du
tissu adipeux

Les deux compartiments matriciels,
septa et stroma, délimitent ainsi deux
niches de cellules progénitrices. Nos
analyses en cytométrie en flux apres
dissection des deux compartiments
des lobules montrent que les progéni-
teurs MSCAL* ont une localisation pré-
férentielle dans le stroma, alors que
les progéniteurs MSCA1"/CD271 sont
plus nombreux dans les septa. Les pro-
géniteurs myofibroblastiques MSCA17/
CD271%, quant a eux, sont présents dans
les deux compartiments. L'imagerie sur
lobule entier confirme la présence de
cellules progénitrices dans les deux

compartiments. De plus, elle renforce
les conclusions de I'analyse transcrip-
tomique en montrant, pour les progé-
niteurs des septa des lobules du tissu
adipeux Vs, une forme et une organisa-
tion distinctes qui rappellent celles des
cellules épithéliales et mésothéliales.
Ainsi, le lobule du tissu adipeux Sc des
individus obéses possede un fort poten-
tiel d’accroissement de taille, avec des
septa peu denses et un stroma hyper-
trophique et hyperplasique riche en pro-
géniteurs MSCAL*. A I'inverse, le lobule
du tissu adipeux Vs des individus obéses
présente un faible potentiel adipogé-
nique et un fort potentiel myofibro-
blastique porté par les cellules MSCAL~/
CD271" et probablement impliqué dans
le dépot plus important de matrice
extracellulaire dans les septa, limitant
ainsi la capacité d’hypertrophie des adi-
pocytes. Ces différences pourraient étre
dues a I'origine épithéliale/mésothéliale
des progéniteurs MSCAL™/CD271" pré-
sents dans les septa des lobules du tissu
adipeux Vs (Figure 2).

Perspectives

Notre étude a révélé I'importance de
I’organisation particuliéere en lobules
des tissus adipeux humains. Récem-
ment, des travaux menés chez la souris
ont montré que les cellules immatures
du tissu adipeux Sc sont présentes dans
une zone riche en matrice extracellulaire
qui s’apparente aux septa des lobules
adipeux humains [10]. Ces cellules
observées dans une niche similaire et qui
expriment des marqueurs communs aux
progéniteurs MSCA17/CD271" humains
que nous avons identifiés, sont a I'ori-
gine de deux sous-populations de pro-
géniteurs aux potentiels adipogéniques
distincts. Bien que la hiérarchie précise
des sous-types de progéniteurs reste a
déterminer chez ’homme, il est tentant
de penser que les progéniteurs MSCALl~/
CD271" humains pourraient constituer
la population cellulaire la plus imma-
ture. La caractérisation des signaux,
liés a la niche, qui les orientent vers les
voies de différenciation adipogénique

199



200

et myofibroblastique devrait permettre
d’identifier de nouvelles cibles théra-
peutiques afin de diminuer les risques
cardio-métaboliques associés a "obé-
sité centrale. ¢

Lobular architecture of human adipose
tissue defines niches shaping progeni-
tor cell fates
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Le traitement antioxydant
protege contre emphyseme
mais favorise la survenue

et la progression du cancer

du poumon

Marielle Breau!, David Bernard?, Fatima Mechta—Grigorious,

Serge Adnot!

Antioxydants et cancer du poumon

Une supplémentation en molécules
antioxydantes, telles que la N-acétylcys-
téine (NAC), est souvent prescrite dans
les maladies respiratoires chroniques
comme la bronchopneumopathie chro-
nique obstructive (BPCO), du fait de leurs
propriétés mucolytiques, antioxydantes,
et anti-inflammatoires [1]. Le bénéfice
clinique de ces traitements reste cepen-
dant a démontrer. Un bénéfice attendu
des antioxydants est leur capacité a
diminuer le risque de cancer, en dimi-
nuant les dommages a I’ADN et les muta-
tions induites par les especes réactives
de I’oxygéne [1]. Cependant, plusieurs
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études cliniques montrent a 'inverse que
les antioxydants augmentent le risque
de certains cancers, dont le cancer du
poumon [3,4]. Une étude récente suggere
en outre que les antioxydants pourraient
étre nocifs dans la progression du cancer
du poumon. Chez des souris porteuses
d’une mutation du gene Ras et dévelop-
pant un cancer du poumon, le traitement
par NAC ou la vitamine € accélere la
croissance tumorale, bien qu’il réduise,
comme attenduy, le stress oxydant et les
dommages a "ADN. L'un des mécanismes
évoqués serait une diminution de I'acti-
vité de la protéine p53 associée a la sup-
pression du stress oxydant [5].

progenitor cells by macrophages. PLoS One 2012 ;7 :
e31274.

. Esteve D, Boulet N, Volat F, et al. Human white and
brite adipogenesis is supported by MSCAL and is
impaired by immune cells. Stem Cells 2015 ; 33 : 1277-
91.

8. Esteve D, Boulet N, Belles C, et al. Lobular
architecture of human adipose tissue defines the
niche and fate of progenitor cells. Nat Commun 2019 ;
10 : 2549.

9. Berry R, Rodeheffer MS. Characterization of the
adipocyte cellular lineage in vivo. Nat Cell Biol 2013 ;
15:302-8.

10. Merrick D, Sakers A, Irgebay Z, et al. Identification of

a mesenchymal progenitor cell hierarchy in adipose
tissue. Science 2019 ; 364 : 6438.

~

Ulnserm U955, Département de physiologie-
explorations fonctionnelles, and DHU A-TVB
hopital Henri Mondor, AP-HP, 94010 Créteil,
France.

2 Centre de recherche en cancérologie

de Lyon, UMR Inserm U1052/CNRS 5286,
Université de Lyon, Centre Léon Bérard, 69008
Lyon, France.

3 Stress and cancer laboratory, équipe label-
lisée LNCC, Institut Curie, Inserm, U830, 75005
Paris, France.

serge.adnot@inserm.fr

Une limitation de ces études tient au
modele murin de cancer pulmonaire
induit par la mutation du géne Ras, qui
permet d’étudier I'impact des antioxy-
dants sur la progression tumorale, mais
pas sur I'initiation du cancer. Ainsi, I’ef-
fet potentiel des antioxydants, en par-
ticulier NAC, sur I'induction tumorale et
I’émergence du cancer pulmonaire res-
tait inconnu. Cette question est pour-
tant d’un grand intérét clinique du fait
de la prescription courante de NAC chez
les patients bronchitiques et fumeurs
atteints ou non de BPCO, et a risque de
développer un cancer du poumon.
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Figure 1. U’administration continue de N-acétylcystéine (NAC) a des souris JunD”’~ atténue leur emphyséme pulmonaire mais augmente la fré-

quence du cancer du poumon.

Stress oxydant et sénescence
cellulaire : application au poumon

Le stress oxydant, tel que celui provoqué
par la fumée de cigarette, est un induc-
teur de sénescence cellulaire [6,2]. Or
celle-ci est habituellement considérée
comme une protection contre le cancer
[7]. €n effet, activation des protéines
onco-suppressives p53, p2l, ou plé est
une étape clé de ’engagement des cel-
lules dans le processus de sénescence.
Ainsi, la sénescence en réponse a un
stress ponctuel, tel qu’un stress oncogé-
nique, protege de I’initiation tumorale
en stoppant la prolifération des cellules
et en favorisant leur élimination par
le systeme immunitaire. Néanmoins la
sénescence chronique, telle que celle
survenant au cours du vieillissement ou
celle induite par la fumée de cigarette,
pourrait avoir des effets pro-tumoraux,
notamment via le phénotype sécrétoire
des cellules sénescentes (senescence-
associated secretory phenotype, SASP).
Surtout, on sait qu’un échappement
a la sénescence, tel que celui induit
par Iinactivation des protéines onco-
suppressives p53, p2l ou plé, favorise
I’émergence de cancers chez la souris,
et est associé a la plupart des can-
cers chez ’homme [7]. Pour la plupart
des cellules, I'inactivation de p53, en
contournant le processus de sénescence,
conduit a la mort cellulaire du fait du
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raccourcissement excessif des télomeres
et de instabilité génomique qui en
résulte [7]. Cependant, certaines de ces
cellules peuvent survivre et croitre de
facon monoclonale en cas de réexpres-
sion de la télomérase (85 % des cas) ou
de mise en place de mécanismes alter-
natifs (15 % des cas) protégeant les
extrémités des chromosomes. Ces cel-
lules, échappant ainsi a la sénescence
et ayant franchi une étape d’instabilité
génétique avec de possibles mutations
de I’ADN sur des génes clés, sont par-
ticulierement susceptibles de se trans-
former en cellules tumorales. Ce méca-
nisme s’applique au cancer du poumon
puisque, dans la grande majorité des
cas, I’émergence de ce cancer est asso-
ciée a une ou plusieurs mutations spé-
cifiques du gene codant p53, avec perte
de la fonction de cette protéine.

Stress oxydant et facteur

de transcription JunD

Le facteur de transcription JunD joue
un role clé dans la réponse au stress
oxydant en contrélant I"expression des
genes impliqués dans la production
d’enzymes antioxydantes. Des cellules
privées de JunD deviennent rapidement
sénescentes in vitro, conjointement a
I’activation de p53 et a la production
d’espéces réactives de Ioxygéne [8].
Par ailleurs, une diminution de I"expres-

sion de JunD a été observée dans les
cancers du poumon, pour la plupart
associés a une mutation inactivatrice
de p53, suggérant un rdle de JunD dans
ces cancers (base de données Onco-
mine). |l a également été montré que la
surexpression de JunD inhibe en partie
la transformation cellulaire induite par
Ras. Nous avons montré que les deux
facteurs de transcription contrdlant
I’activité antioxydante, JunD et NRF2
(nuclear factor erythroid-2-related fac-
tor 2), avaient des niveaux d’expres-
sion trés faibles dans les poumons des
patients atteints de BPCO en comparai-
son avec les poumons de sujets témoins.
Ces observations nous ont donc incités
a étudier des souris déficientes pour le
geéne JunD ainsi que des souris témoins
dgées afin d’évaluer le lien de causalité
entre stress oxydant, sénescence cel-
lulaire, et altérations pulmonaires [9].

Le traitement continu de souris JunD™’"
et de souris témoins, jeunes et dgées,
par NAC protege de la sénescence

et de I’emphyséme pulmonaire,

mais induit I’émergence d’un cancer
pulmonaire

Pour évaluer plus spécifiquement le rdle
du stress oxydant, les souris JunD™~ ont
été comparées a des souris témoins
JunD*’* et traitées de facon continue
par NAC depuis la naissance, puis étu-
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diées a I’dge de 4 mois et entre 12 et 24
mois [9]. Notre hypothése était que les
souris JunD™", exposées naturellement
au stress oxydant, seraient plus suscep-
tibles de développer, au cours du vieil-
lissement, des altérations pulmonaires
telles que celles observées dans la bron-
chite chronique et la BPCO. Les résultats
ont validé cette hypothése en montrant
la présence, chez les souris JunD™"",
d’un emphyseme pulmonaire associé
a de nombreuses cellules épithéliales
alvéolaires et vasculaires sénescentes.
Comme attendu, le traitement chronique
par NAC réduit le nombre de cellules
sénescentes ainsi que la sévérité de
I’emphyséme (Figure 1). Cependant, la
moitié des souris JunD™" traitées par
NAC présentent un adénocarcinome pul-
monaire aprés I’dge de 12 mois, tandis
qu’aucune des 14 souris JunD™" traitées
par le solvant n’est atteinte de cancer,
méme a I’dge de 24 mois. Par ailleurs,
13 % des souris témoins (JunD*’*) trai-
tées par NAC présentent également un
adénocarcinome pulmonaire a I’dge de
18 mois [9] (Figure 1).

Un traitement de long cours par NAC
chez des souris mutantes privées du
facteur de transcription JunD a donc un
effet protecteur sur la constitution de
I’emphyséme pulmonaire, mais il favo-
rise I’émergence d’un cancer du poumon
chez ces souris, ainsi que chez des sou-
ris témoins qui synthétisent normale-
ment JunD. Nos résultats indiquant que
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NAC contribue a Iinduction du cancer
du poumon constituent donc un solide
argument en faveur d’un réle carcino-
geéne des antioxydants en situation de
stress oxydant induit par le vieillisse-
ment et majoré par Iinvalidation du
gene JunD.

Mécanismes envisagés, I’échappement
a la sénescence induite par les
antioxydants

Notre hypothése est que le vieillisse-
ment, combiné a I’absence de JunD,
conduit @ une accentuation des phé-
noménes de sénescence cellulaire,
aboutissant a un état d’équilibre entre,
d’une part, ce qui protege du cancer
(activation de p53, plé, arrét du cycle
cellulaire, etc.) et, d’autre part, ce qui
favorise le cancer (éléments du SASP,
inflammation, instabilité du génome).
Un traitement par NAC pourrait rompre
cet équilibre en réduisant I'expression
de p53 et en favorisant "échappement a
la sénescence cellulaire (Figure 2).

Pour tester cette hypothése, nous avons
utilisé des fibroblastes embryonnaires
de souris, dans lesquels nous avons
inhibé la synthése de JunD au moyen
de petits ARN inhibiteurs spécifiques
(siRNA). €n effet, des résultats prélimi-
naires obtenus en cultivant des cellules
vasculaires pulmonaires de souris JunD~
/= ont montré que celles-ci deviennent
rapidement sénescentes in vitro, méme
lorsqu’elles sont traitées par NAC, ce

Stress
SASP oxydant'_

Emphyseme

Figure 2. Mécanisme
proposé pour expliquer
Peffet néfaste d’un trai-
tement par antioxydants
sur le risque de survenue

d’un cancer du poumon.

s3upnpAxonuy

qui empéchait de les utiliser pour cette
étude [1]. Nous avons montré que la
déplétion de JunD dans les fibroblastes
embryonnaires de souris induit un arrét
de croissance et I'entrée en sénescence
de ces cellules, et que cet effet est
largement inhibé par NAC. Le traitement
par NAC (ou d’autres antioxydants tels
que la vitamine €) protége donc contre
la sénescence cellulaire induite par la
suppression de JunD et augmente la
prolifération des cellules. Néanmoins,
ce modele expérimental ne nous a pas
permis de mettre en évidence une trans-
formation des cellules, ce qui indique
que d’autres altérations nécessaires a la
transformation sont survenues chez les
souris JunD™~ dgées traitées par NAC qui
développent un cancer du poumon.

€n résumé, nous montrons qu’un traite-
ment antioxydant par NAC favorise non
seulement la progression, mais égale-
ment la formation du cancer du poumon,
et que cet effet potentiel chez des souris
dgées est amplifié en cas de blocage
de la synthése de JunD, un facteur de
transcription régulant la synthese de
protéines a activité antioxydante, dont
la production est fortement diminuée
dans les poumons d’individus atteints
d’une bronchopathie chronique [9]. Une
question essentielle concerne I'implica-
tion possible de ces observations dans
le cas d’un stress oxydant chronique,
tel que celui induit par la fumée de
cigarette. Cette question est d’un grand



intérét clinique compte tenu de I'utilité
discutée d’un traitement par NAC chez
des sujets fumeurs, bronchitiques chro-
niques, ou porteurs d’une BPCO, a risque
de développer un cancer pulmonaire. €n
effet, nous avons montré le role majeur
joué par la sénescence cellulaire dans
la pathogenése de maladies pulmo-
naires telles que la BPCO [10]. Les pou-
mons de ces patients sont le siege d’une
accumulation de cellules sénescentes,
génératrice d’emphyseme, de fibrose, et
d’inflammation pulmonaire. Bloquer la
sénescence cellulaire représente donc
une réelle option thérapeutique, qui
fait actuellement I’objet d’une intense
activité de recherche. Lutilisation des
antioxydants est souvent citée comme
I’une des approches thérapeutiques
possibles. Nos résultats, a I’inverse,

suggerent que le traitement par les
antioxydants peut étre nocif, et serait
donc a proscrire, dans ces maladies. ¢
Antioxidant treatment promotes lung
cancer while protecting against lung
emphysema
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Coordination

de la décapsidation et
de I’import nucléaire de VIH-1

par la transportine-1

Juliette Fernandez, Nathalie J. Arhel

> Chez les eucaryotes, le noyau est
entouré d’une enveloppe nucléaire
constituée d’une double couche lipi-
dique qui le sépare du cytoplasme.
Les échanges entre le compartiment
nucléaire et le cytoplasme se font par
I’intermédiaire des pores nucléaires
(nuclear pore complexes, ou NPC), des
structures macromoléculaires complexes
enchdssées dans I’enveloppe nucléaire et
qui contrdlent le transport nucléo-cyto-
plasmique [1]. Si la diffusion passive de
petites molécules (< 40 kDa) & travers
les NPC est possible sans reconnaissance
spécifique, le passage de molécules plus
grandes requiert la participation de fac-
teurs de transport nucléaire (nuclear
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transport factors, ou NTF) qui font partie
de la famille des caryophérines [2].
Parmi celles-ci, on distingue les impor-
tines, qui assurent un transport vers le
noyau, et les exportines qui permettent
la sortie vers le cytoplasme. Leur fonc-
tion de transporteur est assurée par
leur capacité unique a interagir avec
des substrats comportant des signaux
d’adressage spécifiques (signal de loca-
lisation nucléaire, NLS, ou signal d’export
nucléaire, NES), et avec les composants
protéiques du NPC appelés nucléopo-
rines. C’est en couplant le transport a
une réaction énergétique assurée par un
gradient de concentration de la protéine
RanGTP entre le cytoplasme et le noyau,

que les NTF parviennent a imposer des
localisations différentielles a leur subs-
trat. Le transport nucléo-cytoplasmique
est essentiel a I’homéostasie de la cel-
lule, et sa dérégulation est impliquée
dans différents cancers, dans des mala-
dies auto-immunes, et dans le vieillisse-
ment [3].

Parmi la multitude de virus qui menacent
I'intégrité des cellules eucaryotes, cer-
tains doivent accéder au compartiment
nucléaire pour se répliquer. Par exemple,
les herpésvirus, le virus de la grippe, les
adénovirus, et le virus de I'immunodé-
ficience humaine (VIH) détournent a
leur profit la machinerie cellulaire des
NPC pour atteindre le noyau [4, 5]. Les
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Figure 1. Etapes précoces de Uinfection par le VIH-1. Le virus entre dans la cellule par reconnaissance de son récepteur CD4 et de corécepteurs

CCR5 ou CXCR4. Une fois la fusion des membranes virale et plasmique effectuée, la cage de capside est relarguée dans le cytoplasme et transpor-

tée le long des réseaux d’actine et de tubuline. La transcription inverse, qui convertit I’ARN viral en ADN double brin, débute des I’entrée dans la

cellule et se poursuit aprés amarrage au pore nucléaire (NPC). Le maintien de la capside durant les étapes précoces de I'infection permet au virus

d’interagir avec le cytosquelette et les filaments cytoplasmiques du NPC, tout en dissimulant le génome viral vis-a-vis des récepteurs cytoso-

liques de "immunité innée. Le désassemblage de la capside au NPC apreés synthése de I’ADN viral est indiqué a titre représentatif d’un consensus

actuel entre chercheurs, mais il est a noter que certains travaux favorisent la notion d’un désassemblage progressif durant le transport vers le

NPC, ou au contraire d’une décapsidation tardive pendant la translocation par le NPC. Aprés la translocation dans le noyau, I’ADN viral associé a

des protéines virales et cellulaires s’intégre dans ’ADN de la cellule hdte pour permettre la production de nouveaux virions.

mécanismes impliqués sont différents
d’un virus a I’autre, ce qui souligne sans
doute la plasticité et la redondance
fonctionnelle des importines et des
nucléoporines dans le transport nucléo-
cytoplasmique. Dans le cas du VIH, plus
de 600 articles ont déja été publiés
avec les mots clés « VIH » et «import
nucléaire » depuis le papier princeps
démontrant que I’entrée du VIH dans le
noyau se fait par ’intermédiaire des NPC
et requiert de "énergie [6].

Aprés son entrée dans la cellule, le
VIH traverse le cytoplasme rapidement
(quelques minutes) pour atteindre I’en-
veloppe nucléaire, ol il se positionne
sur un NPC, encore « habillé » de sa
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capside [7, 8] (Figure 1). Le maintien
d’une capside intégre dans le cyto-
plasme et lorsque le VIH se trouve au
NPC permet notamment au virus de dis-
simuler son génome viral, empéchant
ainsi sa reconnaissance par les récep-
teurs cytosoliques de I'immunité innée
[9]. Il semblerait que le VIH soit alors
contraint d’attendre plusieurs heures
(entre 4 et 8 heures) au niveau du NPC
afin de permettre @ son génome ARN
d’étre rétro-transcrit en ADN double-
brin (étape indispensable a Iintégration
dans la chromatine), et & sa capside
de subir les modifications structurales
nécessaires a son passage par le NPC.
Le complexe de pré-intégration (PIC) du

VIH traverse le NPC en interagissant avec
de nombreuses molécules de I’enveloppe
nucléaire et du NPC [10, 11] (Figure 2).
Une fois dans le noyau, le génome viral
s'intégre dans le génome de la cellule,
et 'infection devient alors irréversible.

Plusieurs importines pourraient par-
ticiper a I’entrée du VIH par les NPC.
Historiquement, de nombreuses études
ont montré que des protéines virales
comportant des NLS (matrice, pro-
téine virale R, intégrase) pouvaient
interagir avec une importine-f3, soit
par I'intermédiaire d’une importine-o
(voie d’importation classique), soit
directement (e.g., importine 7, trans-
portine 3/TNP03) [12]. Toutefois, il
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contribuent a I'import nucléaire de VIH-1. Le schéma distingue les facteurs cellulaires partici-

pant a I'import nucléaire (en rose) de ceux impliqués dans I’intégration (en violet), méme si la

plupart ont des effets sur plusieurs étapes précoces de I'infection, notamment sur la stabilité

de la capside, "'amarrage des complexes au NPC, I"import nucléaire du PIC, et Iintégration. CA,

protéine de capside ; IN, intégrase virale.

n'est pas admis que I'import de ces
protéines virales, souvent observé hors
du contexte d’une infection virale, soit
nécessaire ni méme concomitant a I’en-
trée du génome viral dans le noyau.
Par ailleurs, la participation directe
d’importines-B dans la translocation
du PIC proprement dite reste contro-
versée puisqu’elles peuvent par ail-
leurs contrdler la localisation de fac-
teurs cellulaires essentiels a I’infection.
Récemment, plusieurs études ont mon-
tré que le maintien de I'intégrité de la
capside virale est essentiel a 'efficacité
d’import nucléaire du PIC, et au choix
de sites d’intégration dans le génome
de la cellule infectée apres translo-
cation nucléaire [13, 14] (Figure 2).
Nous avons alors fait I’hypothese que la
caryophérine responsable de I'entrée du
VIH dans le noyau devait se lier a la fois
a la capside et a la machinerie du pore
nucléaire, connectant ainsi décapsida-
tion et import nucléaire.
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Dans un travail récemment publié dans
la revue Nature Microbiology [15], nous
avons montré que I'import nucléaire
de VIH-1 s’effectue grdce a une inte-
raction directe entre la capside du
virus et I'importine-B2 (aussi appe-
lée transportine-1, TRN-1 ou TNPO1).
Tout d’abord, nous avons observé que
la diminution des niveaux de la trans-
portine-1 par ARN interférence indui-
sait une baisse de Iinfection par VIH-1
dans plusieurs types cellulaires, y com-
pris dans les principales cellules cibles
du virus, les lymphocytes T CD4*. Des
ARN interférents dirigés contre d’autres
importines-f3, telles que la transpor-
tine-2, TNPO3 ou I'importine 7, ont un
effet moindre voire nul sur 'infection.
Par ailleurs, une analyse protéomique
des fractions cytosolique et nucléaire
n’a pas révélé d’accumulation de co-
facteurs importants pour la stabilité de
la capside virale, excluant ainsi un effet
indirect éventuel.

Nous avons par la suite montré que la
transportine-1 interagit avec la capside
de VIH-1 dans des cellules infectées,
ainsi qu’in vitro en I'absence de tout
autre intermédiaire protéique, démon-
trant ainsi une interaction directe. La
reconnaissance de la capside se fait
par un NLS atypique présent sur une
boucle exposée de la protéine de cap-
side (correspondant aux acides aminés
en positions 84 a 100), et similaire aux
NLS identifiés pour les autres substrats
décrits pour la transportine-1. Ce NLS,
lorsqu’il est greffé a une protéine fluo-
rescente normalement cytoplasmique,
confere a cette protéine une localisation
nucléaire. Par ailleurs, nous avons iden-
tifié la glycine en position 89 de la pro-
téine de capside comme étant critique
pour la reconnaissance par la trans-
portine-1 et la localisation nucléaire.
€n ce qui concerne le VIH-2, qui est
moins pathogéne et moins transmis-
sible que VIH-1, cette glycine n'occupe
pas la méme position sur la capside et
le virus semble ne pas dépendre de la
transportine-1 pour I'infection. Toute-
fois, un repositionnement expérimental
de la glycine sur la boucle exposée de
la protéine de capside de VIH-2 rend
I’infection par ce virus dépendante de la
transportine-1 [15].

Uinteraction de la transportine-1 avec
la capside de VIH-1 conduit a des réar-
rangements structuraux importants,
qui peuvent étre observés in vitro par
microscopie a force atomique en pré-
sence de transportine-1 recombinante.
Dans des cellules infectées, la trans-
portine-1 favorise la décapsidation
de VIH-1, et ainsi entrée du génome
viral dans le noyau. La transportine-1
transporte également la capside dans
le noyau, vraisemblablement sous forme
désassemblée. Ainsi, la transportine-1
pourrait importer I’ensemble du PIC viral
en reconnaissant la protéine de capside,
qui emporterait avec elle le génome
viral.

Ces travaux ont montré que la perte de
la capside virale et I"import nucléaire
du génome de VIH-1 sont coordonnés
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par un transporteur du pore nucléaire,
la transportine-1, et ont ainsi permis
de mieux comprendre les étapes qui
contrdlent I’entrée du VIH dans le noyau
des cellules cibles. étonnamment, la
transportine-1 a aussi été identifiée
comme favorisant le désassemblage et
’import nucléaire de Iadénovirus [16]
et du virus de la grippe [17], ce qui
permet d’envisager le développement de
médicaments antiviraux a large spectre
qui cibleraient Ientrée de virus dans le
noyau. ¢

Transportin-1 orchestrates HIV-1
uncoating and nuclear entry
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La réponse interféron

Un grand pouvoir implique de grandes

responsabilités

Ghizlane Maarifil, Nikaia Smith?, Sébastien Nisole!

La réponse interféron

Lorsque des cellules sont infectées par
un virus, elles produisent des interférons
(IFN), de puissantes molécules antivi-
rales qui protégent les cellules avoisi-
nantes de I’infection et permettent ainsi
de limiter la propagation du virus dans
I’organisme. Il existe trois types d’IFN:
| (IFN-a et IFN-B principalement), II
(IFN-y), et 11l (IFN-A). Les IFN de type |
sont les principaux IFN produits au cours
d’une infection virale. Ills induisent,
dans les cellules infectées et les cellules
avoisinantes, I’expression de centaines
de genes (interferon-stimulated genes,
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ISG), ce qui va permettre I’établisse-
ment d’un état antiviral [1].

La réponse IFN de type | débute par la
reconnaissance des génomes viraux par
des détecteurs cellulaires connus sous
le nom de pattern-recognition recep-
tors (PRR), parmi lesquels les toll-like
receptors (TLR), localisés & la surface
des cellules ou dans les endosomes, et
les retinoic acid-inducible gene-I-like
(RIG-1-like) receptors (RLR), locali-
sés dans le cytoplasme. Cette recon-
naissance déclenche des cascades de
signalisation propres a chaque PRR,
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mais qui aboutissent toutes a la phos-
phorylation du facteur de transcription
IRF3 (interferon regulatory factor 3).
Apreés sa translocation dans le noyau
cellulaire, IRF3 phosphorylé déclenche
la transcription du géne codant I'IFN-[3
[2] (Figure 1). La synthése d’IFN-al
nécessite, quant a elle, I"expression
du facteur de transcription IRF7, qui
est induite par 'IFN-3 via une boucle
autocrine ou paracrine. Contrairement
a 'IFN-B, codé par un géne unique, les
différents sous-types d’IFN-a induits
par IRF7 sont codés par 13 génes. Cette
production séquentielle d’IFN (IRF3/IFN-



Figure 1. Les deux phases de la réponse IFN de type I. Suite a la détection d’un virus par un PRR (ici, un TLR endosomal), une cascade de signalisation

aboutit a la phosphorylation d’IRF3, qui devient IRF3-P, ce qui déclenche sa dimérisation et sa translocation dans le noyau, ou il va activer la trans-

cription du géne codant I'IFN-[3. Cette premiére phase aboutit donc & la production et & la sécrétion d’IFN-f3 par la cellule infectée. LIFN-f3 va alors

agir de fagon autocrine ou paracrine en se fixant a son récepteur (IFNAR), déclenchant ainsi la voie Jak/Stat. Uactivation de cette voie, qui implique

les protéines STAT1, STAT2 et IRF9, aboutit a la syntheése de centaines de protéines codées par les interferon-stimulated genes (ISG), parmi lesquelles

IRF7. IRF7 va a son tour étre phosphorylé en IRF7-P suite a I’activation d’un PRR, se dimériser et, apres translocation dans le noyau, induire I’expression

des genes codant les IFN-o.. Cette deuxiéme phase, qui aboutit a la sécrétion d’IFN-o, permet I’'amplification de la réponse IFN.

B3, puis IRF7/IFN-a1) permet une amplifi-
cation de la réponse IFN [2] (Figure 1).

Tandis que la plupart des cellules du
corps peuvent détecter les virus qui les
infectent et produire de faibles quan-
tités d’IFN, les cellules dendritiques
plasmacytoides (plasmacytoid dendritic
cells, pDC) sont spécialisées dans cette
fonction. En effet, contrairement aux
autres cellules, les pDC expriment IRF7
de fagon constitutive, ce qui leur per-
met de sécréter rapidement de grandes
quantités d’IFN, libérées dans le sang
et les tissus [3]. Cette capacité unique
confere a ces cellules sentinelles un rdle
crucial dans la défense contre les virus,
mais elle impose également un systeme
de contrdle rigoureux pour éviter a I’or-
ganisme les dommages causés par une
réponse IFN trop forte ou trop prolongée.

Contrdle de la réponse IFN

par les protéines TRIM

Tandis que les voies de signalisation
conduisant a la synthése d’IFN reposent
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essentiellement sur des cascades de
phosphorylation, la régulation de ces
voies fait intervenir 'ubiquitination des
protéines. Cette modification post-tra-
ductionnelle consiste en I"association
d’ubiquitine, une petite protéine de 76
acides aminés, a des protéines-cibles,
ce qui peut modifier leur stabilité, leur
localisation subcellulaire, ou leur acti-
vité [4]. La réaction d’ubiquitination
fait intervenir trois enzymes (une enzyme
activatrice €1, une enzyme de conjugai-
son €2, et une ubiquitine-ligase €3) qui
interviennent séquentiellement pour lier
de maniére covalente Iubiquitine a un
résidu lysine de la protéine-cible. L'ubi-
quitine posséde elle-méme sept résidus
lysine, et les enzymes d’ubiquitination
des protéines peuvent donc coordonner
la formation de chaines de poly-ubi-
quitines liées de facon covalente [4].

Parmi les nombreuses ubiquitine-ligases
€3 présentes dans les cellules, les pro-
téines TRIM (tripartite motif) se sont
récemment révélées particulierement

importantes pour la régulation des voies
de signalisation conduisant a la syn-
thése d’IFN. Cette famille de protéines,
trés conservée au cours de I’évolution,
comporte 75 membres chez I’lhomme.
Ces protéines partagent une organi-
sation tripartite, a 'origine de leur
nom, constituée d’un domaine RING
(really interesting new gene), d’un ou
deux domaines B-box, et d’un domaine
coiled-coil. La plupart des protéines
TRIM possédent en plus un ou plusieurs
domaines C-terminaux de différents
types. C'est le domaine RING qui confere
a ces protéines leur activité ubiquitine-
ligase. Les protéines TRIM ont été 'objet
d’un regain d’intérét a partir de 2004,
année de la découverte de I'activité
antirétrovirale de TRIM5al, notamment
contre le virus de I'immunodéficience
humaine (VIH)[5], méme si I'activité
antivirale de TRIM22 et TRIM19, décou-
verte auparavant, laissait déja présa-
ger qu'il s’agissait d’une vaste famille
de facteurs antiviraux [6]. Les tra-
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Figure 2. Régulation de la réponse IFN par Pinl et les protéines TRIM. A. Pinl interagit avec IRF3-P et modifie sa conformation, induisant ainsi son

ubiquitination et son adressage au protéasome. Les protéines TRIM21 et TRIM19 empéchent la reconnaissance d’IRF3-P par Pinl, prolongeant ainsi
la synthése d’IFN-f3. B. IRF7-P est également un substrat de Pinl. Dans les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), TRIM8 protége IRF7-P de
Pactivité enzymatique de Pinl, évitant sa dégradation et empéchant ainsi "arrét de la transcription des génes codant les IFN-o et IFN-f3.

vaux ultérieurs ont alors montré que
I’implication des protéines TRIM dans
la défense contre les infections virales
était en réalité plus large, puisque ces
protéines peuvent également réguler
la réponse IFN. La premiere protéine
TRIM immunomodulatrice identifiée fut
TRIM25. Cette protéine est en effet indis-
pensable a I'activité antivirale de RIG-I,
un PRR cytoplasmique responsable de la
détection des ARN viraux, en induisant
son ubiquitination [7]. Suite a cette
découverte, de nombreuses autres pro-
téines TRIM ont été identifiées comme
d’importants régulateurs des voies de
signalisation impliquées dans la défense
antivirale innée, généralement via leur
capacité a ubiquitinyler leur cible [8].
Une étude a notamment montré qu’envi-
ron la moitié des 75 protéines TRIM
humaines étaient capables d’augmenter
la réponse antivirale, notamment IFN,
lorsqu’elles étaient surexprimées dans
une lignée cellulaire [9].

Partant de ce constat, nous avons
entrepris d’étudier le role physiologique
des protéines TRIM dans les cellules
humaines, notamment dans les pDC.
Plutot que de surexprimer les protéines
TRIM dans les pDC, nous avons pris le
parti de diminuer leur expression par
la technique « d’interférence ARN » et
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d’évaluer les conséquences de cette
diminution sur la capacité de ces cel-
lules @ produire des IFN en réponse a la
détection d’un virus. L'étude a été faite
sur des pDC purifiées a partir de sang
humain, mises en contact avec le VIH ou
le virus de la grippe, deux virus a ARN qui
sont détectés par la molécule TLR7 pré-
sente de maniere constitutive dans les
endosomes de ces cellules. Cette étude
nous a permis d’identifier TRIM20, 22,
28, et 36 comme étant des inhibiteurs
de la réponse IFN dans les pDC, tandis
que TRIM8 fut 'unique régulateur positif
identifié [10]. TRIM8 s’est d’ailleurs
avéré étre un acteur essentiel de 'acti-
vation des pDC, puisqu’en son absence,
la production d’IFN par ces cellules est
quasiment inexistante, un résultat inat-
tendu que nous avons alors cherché a
expliquer.

Régulation d’IRF7 par TRIM8 et Pinl

Nous avons d’abord montré que TRIMS,
dont la localisation est majoritaire-
ment nucléaire dans les pDC, protégeait
IRF7 de la dégradation aprés sa phos-
phorylation et sa translocation dans
le noyau. Etant donné que la grande
majorité des protéines TRIM contrdle
la stabilité ou P'activité des protéines
via leur ubiquitination, nous avons

suspecté I'implication de "activité ubi-
quitine-ligase de TRIM8. Cependant,
le fait qu'une protéine TRIM8 dépour-
vue de son domaine RING conserve sa
capacité a stabiliser IRF7 phosphorylé
(IRF7-P) a rapidement infirmé cette
hypothése. Nous avons alors montré
que TRIM8 protéege IRF7-P de Iacti-
vité de Pinl (peptidyl-prolyl cis-trans
isomerase, NIMA-interacting 1), une
enzyme qui induit sa dégradation [10].
Pinl est une peptidyl-prolyl cis-trans
isomérase (PPlase), c’est-a-dire une
enzyme qui catalyse I’isomérisation
cis-trans de la liaison peptidique en
amont d’un résidu proline. Cette iso-
mérisation modifie la conformation de
la protéine-cible, altérant ainsi sa sta-
bilité, sa localisation sub-cellulaire, ou
son activité. La particularité de Pinl
par rapport aux autres PPlases est de
reconnaitre spécifiquement les résidus
sérine ou thréonine phosphorylés qui
sont suivis d’une proline (motifs pSer/
Pro et pThr/Pro). Puisque la plupart
des voies de signalisation mettent en
jeu une cascade de phosphorylation
de protéines sur des résidus sérine ou
thréonine, Pinl joue le réle d’interrup-
teur moléculaire de ces cascades et est
ainsi impliqué dans de trés nombreuses
fonctions cellulaires [11].



Parmi les trés nombreux substrats de
Pinl identifiés figure le facteur de
transcription IRF3 [12]. Pinl reconnait
en effet IRF3 phosphorylé (IRF3-P) et
catalyse son isomérisation. Le chan-
gement de conformation ainsi induit
conduit a I'ubiquitination d’IRF3 et a
sa dégradation par le protéasome. Pinl
est donc un inhibiteur de la réponse
antivirale dépendante d’IRF3 qui permet
d’interrompre la synthése d’IFN-[3 [12].
Deux protéines TRIM, TRIM21 et TRIM19,
augmentent la production d’IFN-f en
empéchant la reconnaissance d’IRF3-
P par Pinl [13]. Tandis que TRIM21
empéche I'interaction entre IRF3-P et
Pinl, TRIM19 agit en séquestrant Pinl
dans les corps nucléaires PML (promye-
locytic leukemia), 'empéchant ainsi
d’interagir avec sa cible [13, 14] (Figure
24). Nous avons montré qu’IRF7-P est
également un substrat de Pinl, et que
la synthese d’IFN par les pDC est donc
fortement réprimée par cette enzyme
[10]. Nos travaux lévent le voile sur le
systéme de contrdle de la production
d’IFN par les pDC, dont la régulation fine

Mécanotransduction

par les cavéoles

Un role inédit de I’ATPase EHD2

Christophe Lamaze!, Stéphanie Torrino?

> Les cellules pergoivent leur microenvi-
ronnement grdce a des signaux solubles,
des récepteurs, mais aussi des facteurs
physiques et mécaniques, tels que la
rigidité de la matrice extracellulaire,
I’adhérence confinée, ou encore les
forces de cisaillement de la lymphe et
du sang sur les cellules endothéliales des
vaisseaux. Ainsi, la plupart des cellules
sont en permanence soumises a des sti-
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implique deux protéines antagonistes :
TRIM8, qui permet une production effi-
cace d’IFN par ces cellules, et Pinl, qui
bloque cette production (Figure 2B).
Cette découverte pourrait permettre
d’élaborer de nouvelles stratégies thé-
rapeutiques contre des maladies liées a
une surproduction d’IFN, notamment les
maladies virales chroniques et les mala-
dies auto-immunes. ¢

Interferon response: with great power
comes great responsibility
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mulus mécaniques, qui sont traduits en
signaux biochimiques par un processus
appelé mécanotransduction. La méca-
notransduction contréle de nombreux
aspects de la vie cellulaire, notamment
la croissance, la forme ou la différen-
ciation des cellules [1]. Des réponses
cellulaires anormales aux contraintes
mécaniques externes et internes sont
associées a certaines maladies (e.g.,

maladies cardiaques, myopathies, can-
cer) [2]. Si les dix derniéres années
ont vu s’accroftre considérablement le
nombre d’études sur les forces méca-
niques en biologie, les mécanismes qui
permettent d’intégrer la détection de ces
forces (mécanoréception) & la mécano-
transduction restent mal compris.

Les cavéoles sont des petites (60-80
nm) invaginations caractéristiques de la
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Figure 1. La cavéole. Les oligoméres de
cavéoline-1, en s’associant a la membrane
plasmique, la déforment en une petite inva-
gination cavéolaire de 60-80 nm. Le com-
plexe cytosolique de cavines interagit avec
la cavéoline-1 membranaire pour stabiliser
la forme définitive des cavéoles. Au niveau
du cou de la structure, EHD2 et pacsine-2
participent également a la morphogenése de

la cavéole.

membrane plasmique en forme de bulbe,
qui ont été découvertes en microscopie
électronique il y a plus de soixante ans
par Georges Palade [3] (Figure 1). Elles
sont produites par I"association d’oli-
gomeres d’une protéine transmembra-
naire, la cavéoline-1 (Cavl, leur prin-
cipal composant structural), et sont
stabilisées par Iassemblage de trois
cavines cytoplasmiques (cavine-1, -2
et -3) formant un manteau polyédrique
autour de leur bulbe [4, 5]. Les pro-
téines pacsin2 (protein kinase C and
casein kinase substrate in neurons 2)/
syndapine-1l et €EHD2 (Eps-15 homo-
logy domain-containing protein 2) sont
également associées aux cavéoles. Pac-
sin2, qui contient un domaine BAR (Bin,
Amphiphysin, Rvs) permettant la ligison
aux courbures membranaires, est colo-
calisée partiellement avec les cavéoles
et participe a leur morphogeneése. Quant
a EHD2, une ATPase capable de se lier a
la membrane plasmique et d’induire la
tubulation et la scission membranaires,
elle est localisée au niveau du cou de
I’invagination cavéolaire et assure la
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stabilité des cavéoles dans la membrane
plasmique (Figure 1).

€n 2011, nous avons découvert une
fonction nouvelle des cavéoles dans la
mécanoréception et la mécanoprotec-
tion des cellules. Sous 'effet d’une aug-
mentation de la tension de la membrane
plasmique produite par le gonflement
ou I’étirement mécanique des cellules,
les cavéoles s’aplatissent immédiate-
ment pour fournir une surface mem-
branaire supplémentaire et empécher
ainsi la rupture [6]. Plusieurs processus
induits par le désassemblage méca-
nique des cavéoles restent cependant
& comprendre. Nous avons cherché 1) a
déterminer si le désassemblage méca-
nique des cavéoles est associé a une
fonction de mécanotransduction, 2)
a identifier les protéines impliquées
dans cette mécanotransduction, et 3) a
définir la fonction des protéines identi-
fiées dans la mécanoréception par les
cavéoles. Deux protéines cavéolaires,
cavine-1 et EHD2, contiennent un motif
de localisation nucléaire (nuclear loca-
lization signal, NLS), ce qui leur confére
la possibilité de réaliser la navette entre
le noyau cellulaire et le cytoplasme [7,
8]. De plus, 'impact du stress méca-
nique sur la translocation nucléaire de
ces protéines, et son rdle potentiel dans
la mécanotransduction par les cavéoles,
ont été étudiés.

Par différentes techniques d’imagerie
et de biochimie, nous avons d’abord
confirmé qu’en I’absence de stress
mécanique, EHD? et cavine-1 sont loca-
lisées a la membrane plasmique. €n
revanche, en présence d’un stress méca-
nique (choc osmotique, étirement cel-
lulaire), une relocalisation d’€HD2 dans
le noyau est observée, alors que la loca-
lisation de la cavine-1 n’est pas modi-
fiée. Nous avons également analysé la
dynamique de la translocation nucléaire
d’€HD2 dans des cellules vivantes en 3D
en utilisant la microscopie « a feuilles
de lumiére en réseau ». Il est alors
apparu qu’au cours du désassemblage
mécanique des cavéoles, la quantité
d’€HD2 nucléaire augmente rapidement,

et qu’inversement, la suppression du
stress mécanique s’accompagne d’une
diminution de la quantité d’€HD2 dans
le noyau ; le réservoir de cavéoles a la
membrane plasmique est alors rapi-
dement reconstitué. Ces observations
indiquaient que désassemblage et réas-
semblage des cavéoles de la membrane
plasmique sont étroitement associés a
la translocation nucléaire d’€HD2 [9].
Nous avons alors recherché si des modi-
fications post-traductionnelles de EHD?
étaient associées a sa libération méca-
nique des cavéoles. En effet, EHD2 peut
étre sumoylée par SUM0-1 (modification
semblable & I'ubiquitination) [8], la
sumoylation des protéines étant asso-
ciée a leur transport nucléo-cytoplas-
mique et a la réponse des cellules a
différents stress, y compris @ un stress
osmotique chez les plantes [10]. Uin-
teraction entre EHD2 et SUMO a été
explorée par la technique PLA (proximity
ligation assay), qui permet de détecter
par immunofluorescence les interactions
protéine-protéine, ainsi que par des
expériences de sumoylation de EHD2.
Nous avons alors montré qu’un stress
mécanique induit la sumoylation de
€HD? et, grdce a I'utilisation de mutants
de sumoylation, que cette sumoylation
est essentielle pour sa translocation
dans le noyau [9].

Pour déterminer le rdle de la translo-
cation nucléaire de EHD2, les trans-
criptomes de cellules privées d’€HD?2
(en utilisant un petit ARN inhibiteur
spécifique) et de cellules témoins ont
été ensuite analysés, en présence ou en
I’absence d’un stress mécanique. Nous
avons ainsi montré que I’enrichissement
de plusieurs ensembles de transcrits
codant des protéines impliquées dans
différentes voies de signalisation, en
présence d’un stress mécanique, était
conditionné par la présence d’€HD2.
Nous avons également mesuré les quan-
tités d’ARNm codant des protéines
cavéolaires en présence et en I"absence
d’une contrainte mécanique appliquée
aux cellules, et montré que le stress
mécanique provoque une diminution
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significative du nombre de ces ARNm.
Cette répression adaptative de la trans-
cription dépend de la présence d’€HD?
et de Iactivité de ses deux partenaires
KLF7 (facteur 7 de type Kriippel) et
MOKA (modulateur de "activité de KLF7)
[8,91.

La microscopie de fluorescence « par
réflexion totale interne » (ou microsco-
pie d onde évanescente) nous a ensuite
permis d’analyser le réle d’€HD2 dans la
dynamique des cavéoles, et nous avons
constaté que si la perte d’€HD2 ne per-
turbe pas le désassemblage des cavéoles
provoqué par un stress mécanique, elle
entraine cependant un défaut du réas-
semblage des cavéoles lors du retour
aux conditions basales. €n mesurant
la tension membranaire par la tech-
nique de « traction par attache », nous
avons montré que la présence d’€HD?
est nécessaire au maintien, dans la
membrane plasmique, d’un réservoir
fonctionnel de cavéoles qui amortit les
variations de tension membranaire lors
de contraintes mécaniques [9].

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

€HD?2
) €HD2 sumoylé

Un faible niveau d’expression d’€HD2
a été rapporté dans plusieurs tumeurs
cancéreuses solides [11, 12]. L’étape
suivante était donc de déterminer si
cette faible expression d’€HD2 était
également associée a des défauts de
stabilisation des cavéoles et de trans-
location nucléaire de cette protéine.
Nous avons analysé la dynamique des
cavéoles dans deux lignées cellulaires de
cancer du sein, Hs578T et MDA-MB-436,
sélectionnées pour leur forte et tres
faible production d’€HD2, respective-
ment. €n exer¢ant une contrainte méca-
nique sur la membrane plasmique de
ces cellules, nous avons observé une
diminution rapide du nombre de cavéoles
d la surface des cellules Hs578T (forte
expression d’€HD2), mais pas des cel-
lules MDA-MB-436 (faible expression
de EHD2). Nous avons également mon-
tré que ce défaut de mécanoréception
par les cavéoles dans les cellules MDA-
MB-436 était associé a des défauts de
régulation transcriptionnelle de genes
codant des protéines constituantes des

Figure 2. EHD2 est un acteur central de la
mécanotransduction par les cavéoles. Sous
I’effet d’une contrainte mécanique, les
cavéoles s’aplanissent afin d’assurer I’ho-
méostasie de la tension membranaire de
la cellule. Cela entraine la libération de la
cavéoline, des cavines, et d’€HD2. EHD?2 est
alors SUMOylée et transférée au noyau, ou il
controle la transcription de génes par interac-
tion avec le complexe transcriptionnel MOKA
et KLF-7. Lors du relachement des contraintes,
€HD?2 quitte le noyau et retourne a la mem-
brane plasmique pour stabiliser de nouveau le

réservoir de cavéoles.

cavéoles. L'analyse de ces lignées cel-
lulaires par microscopie électronique
«a réplique de métal » a montré une
multitude de cavéoles invaginées, en
accord avec I'expression forte de Cavl
et EHD2, dans les cellules Hs578T, tan-
dis que les cellules MDA-MB-436, quasi
dépourvues d’€HD2, possédaient tres
peu de cavéoles, voire aucune. L'expres-
sion forcée d’€HD2 dans ces cellules est
d’ailleurs suffisante pour reconstituer un
réservoir de cavéoles dans la membrane
plasmique. Nos résultats indiquent que
I’absence de cavéoles dans les cellules
cancéreuses dépourvues d’€HD2 pourrait
étre une conséquence de I'impossibilité
de stabiliser leur réservoir de cavéoles
dans un environnement mécanique chan-
geant au sein de la masse tumorale [9].
€n conclusion, nos résultats montrent,
pour la premiere fois, I"existence d’une
mécanotransduction dépendante des
cavéoles, et définissent EHD2 comme
un acteur central de ce processus en
reliant le désassemblage du réservoir
de cavéoles a la régulation de la trans-
cription des genes en présence d’une
contrainte mécanique exercée sur la
membrane plasmique (Figure 2) [9]. 0
Caveolae mechanotranduction: a new
role for the EHD2 ATPase
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Cocaine en « dents de scie »

Modéliser une consommation
pathologique de drogue chez le rat

Florence Allain, Anne-Noél Samaha

> Consommer une drogue ne signifie
pas nécessairement étre toxicomane et
méme avec un usage répété, la consom-
mation de drogue peut rester récréative
et contrdlée. A Pinverse, quand un indi-
vidu perd le controle de sa consom-
mation, cette derniére est qualifiée de
pathologique, et un trouble d’utilisation
de substance peut alors étre diagnosti-
qué (nous parlerons de toxicomanie ou
d’addiction). Dissocier une consomma-
tion récréative de drogue d’une consom-
mation pathologique est primordial pour
comprendre comment la toxicomanie se
développe, et ainsi mieux la traiter. Pour
faire cette dissociation, les signes symp-
tomatiques d’une consommation com-
pulsive et pathologique de drogue sont
répertoriés dans le manuel diagnostique
et statistique des troubles mentaux
(DSM-5) de I’Association américaine
psychiatrique [1]. Ces signes incluent
une motivation excessive a obtenir et
consommer la drogue, consommer en
dépit des conséquences négatives, une
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vulnérabilité a la rechute aprés abs-
tinence, et autres. Pour modéliser la
toxicomanie en laboratoire, ces mémes
signes sont recherchés chez des animaux
a qui I’on permet de consommer volon-
tairement de la drogue [2].

€n dépit de plusieurs années de
recherche, I’addiction a la cocaine est,
encore aujourd’hui, un trouble pour
lequel il n’existe aucun traitement phar-
macologique approuvé. Ceci peut étre
dl au fait que les modéles animaux sur
lesquels les cibles thérapeutiques sont
identifiées et les traitements testés ne
représentent pas toujours une consom-
mation pathologique de cocaine clini-
quement pertinente. Afin d’augmenter
la valeur translationnelle des modéles
animaux a la condition clinique, il est
important d’observer chez eux les com-
portements symptomatiques d’une
consommation pathologique de cocaine
telle que mesurée chez I’étre humain.
Dans cette Nouvelle, nous décrivons
certains modeles animaux utilisés pour

10. Geiss-Friedlander R, Melchior F. Concepts in
sumoylation: a decade on. Nat Rev Mol Cell Biol 2007 ;
8 :947-56.

11. Li M, Yang X, Zhang J, et al. Effects of EHD2
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Département de pharmacologie et de phy-
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Université de Montréal, Montréal, QC, H3C 3)7,
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étudier "addiction a la cocaine, et tout
spécifiquement des modeéles qui s’ins-
pirent des schémas de consommation
de cette drogue qui sont observées chez
I’étre humain.

Consommation pathologique de
cocdine chez I’étre humain

Plusieurs facteurs peuvent accélérer
ou retarder le développement d’une
addiction a la cocaine. Les facteurs
les plus étudiés incluent des variables
individuelles (génétique, biologie) et
environnementales. Cependant, au-dela
de ces facteurs, la voie d’administration
de cette drogue peut aussi étre décisive.
La cocaine peut en effet étre consom-
mée de diverses facons. Elle peut étre
madchée, insufflée, fumée ou encore
injectée. Selon la voie d’administration
privilégiée par les consommateurs, la
pharmacocinétique de la drogue varie.
Elle référe aux taux de cocaine qui cir-
culent dans le sang et dans les organes
cibles (dont le cerveau) en fonction du
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Figure 1. Pour modéliser des pics de cocaine au cerveau pendant une session d’auto-administra-

tion de drogue chez le rat, ["accés au levier est intermittent. La session peut durer 5 a 6 heures

par jour. Pendant de courtes périodes de 5-6 minutes, le levier est présent, et les rats peuvent

appuyer dessus autant de fois qu’ils le souhaitent pour s’auto-administrer de la drogue. Les

niveaux de cocaine dans le cerveau augmentent, ce qui correspond a la phase ascendante du

pic de drogue (courbe rouge). Le levier est ensuite rétracté pendant une plus longue période de

25-26 minutes — temps suffisant pour permettre la diminution des niveaux de drogue dans le

cerveau [10]. Il s’agit alors de la phase descendante du pic de cocaine dans le cerveau. Cette

succession, présence/absence du levier est répétée plusieurs fois pendant une session d’auto-

administration de cocaine pour promouvoir plusieurs pics de cocaine dans le cerveau.

temps. Par exemple, selon la voie utili-
sée, le temps d’arrivée de la drogue au
cerveau varie. U'inhalation et I'injection
parvoie intraveineuse sont les deux voies
de consommation les plus rapides : elles
transmettent la cocaine au cerveau en
quelques secondes. L'effet de la cocaine
est donc trés rapide, intense et bref
avec ces méthodes d’administration. La
consommation de cocaine par ces voies
dites rapides est associée a un plus
grand risque d’addiction, en comparai-
son avec 'utilisation des voies orale ou
intranasale, dites plus lentes [3]. Avec
le développement de la toxicomanie, il
a été remarqué que les consommateurs
passaient d’une voie plus lente d’admi-
nistration de la cocaine a une voie plus
rapide [3]. Au-dela de la vitesse d’arri-
vée au cerveau, la voie et le schéma
de consommation déterminent aussi la
fréquence a laquelle les concentrations
de drogue fluctuent dans I’organisme.
Ainsi, avec les années d’expérience
de consommation, il semblerait qu’un
schéma typique de consommation se
dessine, avec des périodes de consom-
mations intenses espacées de pauses
[4]. Cette consommation intermittente
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de cocaine favoriserait la formation de
pics rapides de drogue au cerveau, en
« dents de scie », caractéristiques d’une
consommation expérimentée et patho-
logique de drogue [4]. Or, jusqu’a tout
récemment, les modéles animaux de
consommation de cocaine ne reflétaient
pas cette intermittence, favorisant plu-
tot une consommation continue qui pro-
duit des taux élevés et soutenus de la
drogue dans le cerveau. Nous verrons
que chez le rat, ces différents profils
cinétiques (intermittent versus continu)
déterminent le risque de développer
des comportements de consommation
caractéristiques de la toxicomanie.

De I’humain au rat et vice versa

Consommer une drogue est un acte
volontaire. Cela peut se modéliser,
chez le rat, par I"auto-administration
de drogue par voie intraveineuse [5].
Dans ce type d’expériences, des rats
sont implantés avec un cathéter dans
la veine jugulaire [6] et, aprés récu-
pération de la chirurgie, ils sont pla-
cés dans des cages opérantes ou leur
cathéter est relié a une seringue rem-
plie de drogue. Lorsque le rat émet une

réponse opérante (comme appuyer sur
un levier), il peut recevoir une injection
de drogue par voie intraveineuse. Dans
ce contexte, les rats mais aussi d’autres
animaux de laboratoire consomment
volontairement presque toutes les dro-
gues consommées par I’étre humain,
dont la cocaine.

Pour modéliser les voies rapides et plus
lentes d’administration de cocaine, il est
possible d’ajuster la vitesse d’injection
de drogue par voie intraveineuse durant
la session d’auto-administration. Pour
modéliser les voies rapides (intravei-
neuse et fumée), les rats s’auto-admi-
nistrent des injections infusées en seu-
lement 5 secondes (rats 5s). Pour les
voies plus lentes (orale et intranasale),
les rats s’auto-administrent des injec-
tions infusées en 90 secondes ou plus
(rats 90s). La dose de cocaine pour une
injection infusée aux deux vitesses est la
méme, seule la durée de I'injection est
modifiée.

Pour modéliser la consommation inter-
mittente de cocaine en « dents de scie »
qui est observée chez les cocainomanes
les plus expérimentés [4], le levier est
rétractable. Il est présenté aux rats pen-
dant de courtes périodes (5 & 6 minutes)
séparées par des pauses plus longues
(25 & 26 minutes). Grdce a cette straté-
gie, les rats consomment la drogue par
intermittence, ce qui mene a la forma-
tion de pics de drogue dans le cerveau
(Figure 1) [7-11]. La manipulation de
ces deux variables pharmacocinétiques
de la cocaine (vitesse d’administration
de la cocaine et fréquence d’adminis-
tration - pics de drogue dans le cer-
veau) est critique pour modéliser chez
le rat une consommation pathologique
de drogue cliniquement pertinente [12],
dans le but d’augmenter la valeur trans-
lationnelle des modéles animaux a la
condition clinique.

Des pics rapides de cocdine dans le
cerveau chez le rat augmentent le
potentiel addictif de la drogue

Selon un schéma d’auto-administration
intermittente de cocaine, bien que les
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A Estimation des niveaux de cocaine dans le cerveau lors de la 10¢ session
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Figure 2. Les rats avec un accés intermittent (versus continu) a la cocaine durant chaque session
d’auto-administration prennent moins de drogue, mais montrent plus de motivation a consom-
mer. A. Estimation des niveaux de cocaine dans le cerveau a "aide d’un modele mathématique
a deux compartiments [10, 19]. Quand I’accés & la cocaine est continu pendant une session de
6 heures, les niveaux de cocaine dans le cerveau augmentent au début de la session pour rester
élevés jusqu’a la fin (courbe noire). Par opposition, quand I'accés @ la cocaine est intermittent,
les niveaux de cocaine dans le cerveau fluctuent pendant la session (courbe rouge). B. A travers
10 sessions de 6 heures, les rats « continus » consomment beaucoup plus de drogue que les rats
« intermittents ». Les rats « continus » augmentent leur consommation au fur et a mesure des
sessions alors que les rats « intermittents » conservent une consommation stable dans le temps
(dans cette étude, le nombre d’injections de cocaine disponible par session était limité par
I’expérimentatrice chez les rats « intermittents »). *p < 0.05, versus session 1. C. A la suite des
10 sessions d’acces intermittent ou continu a la cocaine, la motivation des animaux pour obtenir
la cocaine a été testée sous ratio progressif. Sous un tel ratio, le nombre d’appuis sur le levier
pour obtenir I'injection suivante de cocaine augmente exponentiellement [20]. Quand I’effort
requis pour obtenir une injection de cocaine devient trop exigeant pour les animaux, ils cessent
alors d’appuyer sur le levier et n'atteignent pas le ratio suivant. Le dernier ratio atteint avant
abandon de la tdche est appelé point de rupture et est un indice de la motivation des animaux
pour la drogue. Bien que les rats « intermittents » aient consommé 8 fois moins de cocaine que
les rats « continus », ils sont devenus plus motivés pour obtenir la drogue — un symptéme de
la toxicomanie. *p < 0.05, interaction positive Groupe x Dose de cocaine. "p < 0.05, « intermit-

tents » versus « continus ». Ces données sont adaptées de [7].

rats 5s et 90s consomment la méme
quantité de drogue dans le temps, les
rats 5s développent une motivation
excessive pour la drogue et sont éga-
lement plus vulnérables a la rechute
aprés abstinence, comparativement aux
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rats 90s [8, 13]. Ces résultats montrent
que des pics rapides de drogue dans le
cerveau sont tres a risque pour le déve-
loppement de la toxicomanie. l'idée
de forcer une consommation intermit-
tente de cocaine chez le rat reste nou-

velle et est fondée sur I"observation
que chez les usagers de cocaine, la
consommation est intermittente [4,
11]. Cependant, depuis maintenant
plus de deux décennies, le modéle qui
prédomine dans la littérature est un
modele qui permet un acces continu
a la drogue pendant plusieurs heures
(6 heures ou plus) par jour [14]. Lors
d’un acceés continu a la cocaine, les
niveaux de drogue dans le cerveau
restent élevés pendant toute la session
d’auto-administration de drogue [7,
111, ce qui ne reflete vraisemblable-
ment pas la réalité clinique [4]. Par
ailleurs, des rats avec un acceés continu
a la cocaine consomment beaucoup
plus de drogue que des rats qui ont un
acces intermittent & la drogue (jusqu’a
8 fois plus), mais les comportements
symptomatiques d’un trouble d’usage
de la cocaine sont d’autant plus pré-
sents chez les rats intermittents [2,
7, 11, 15-18] (Figure 2). Cela suggére
qu’une consommation intermittente
de cocaine est particulierement effi-
cace pour induire des signes compor-
tementaux pertinents pour I'addiction.
Quand acces a la cocaine est continu,
les rats doivent consommer la drogue
plusieurs heures par jour (6 heures ou
plus) pour démontrer les signes carac-
téristiques de toxicomanie décrits plus
haut, alors que si "accés a la drogue
est intermittent, 2 heures par jour suf-
fisent [9, 14]. Il semble méme que seuls
trois jours d’exposition @ un protocole
d’auto-administration intermittente de
cocaine suffisent a instaurer des chan-
gements neurobiologiques pertinents
pour la toxicomanie [21].

Ces données sont novatrices puisqu’elles
remettent en cause I'idée que consom-
mer beaucoup de cocaine est nécessaire
au développement de la toxicomanie. €n
effet, ceci n'est pas toujours le cas et
le schéma de consommation de drogue
(formation de pics rapides de drogue
dans le cerveau, en « dents de scie »)
peut s’avérer plus critique que la quan-
tité consommée dans la transition vers
la toxicomanie.



Ainsi, contrer ces pics de cocaine dans le
cerveau pourrait étre une stratégie inté-
ressante tant pour prévenir le dévelop-
pement de la toxicomanie (en utilisant
par exemple une voie d’administration
de la drogue plus lente) que pour la trai-
ter (en évaluant par exemple I’efficacité
de traitements de substitution pour
I’addiction a la cocaine) [22, 23].

Conclusion

Générer une consommation patholo-
gique de drogue cliniquement pertinente
chez le rat (en les exposant, par exemple,
a des pics de cocaine au cerveau) est la
premiére étape en recherche fondamen-
tale sur la toxicomanie. La deuxieme
étape sera d’inverser ces comporte-
ments symptomatiques d’une consom-
mation pathologique de drogue dans
ces modeles animaux. La toxicomanie
est un trouble complexe et uniquement
humain. Cependant, certains comporte-
ments de consommation représentatifs
de ce trouble peuvent étre mesurés chez
I’animal de laboratoire. Les modeles
animaux fondés sur des caractéristiques
de consommation fidéles a ce qui est
observé chez I’étre humain pourraient
accélérer la découverte de traitements
pharmacologiques pour le trouble d’uti-
lisation de la cocaine. ¢

Cocaine peaks and troughs. Modeling
pathological drug use in rats
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NOUVELLE

Stress au travail et usage

chronique de benzodiazépines

Résultats prospectifs issus de la cohorte

CONSTANCES

Guillaume Airagnes

> Les benzodiazépines sont les psycho-
tropes les plus prescrits au monde, prin-
cipalement en raison de leurs propriétés
anxiolytiques [1]. Malgré des indications
limitées, elles sont fréquemment pres-
crites en dehors des recommandations
de bonnes pratiques qui stipulent de ne
pas dépasser 12 semaines de traitement
[2]. Leur usage chronique au-deld de
cette durée est en effet associé a des
risques augmentés d’effets indésirables
comprenant, @ court terme, les risques
de chutes et d’accidents, et a plus long
terme, les risques de dépendance et de
troubles cognitifs. 'usage chronique de
benzodiazépines a également été asso-
cié a un risque augmenté de maladie
d’Alzheimer et de certains cancers [1].

Dans la population francaise, I'usage
chronique de benzodiazépines concer-
nerait 2,8 % des hommes et 3,8 % des
femmes [2]. Les sujets les plus vulné-
rables aux effets indésirables de ces
molécules sont paradoxalement ceux qui
sont le plus a risque d’en faire un usage
chronique, par exemple les sujets de plus
de 50 ans ou ceux qui présentent un état
dépressif [2]. Le risque d’usage chro-
nique de benzodiazépines est également
accru lorsque les conditions sociodémo-
graphiques sont défavorables. Par ail-
leurs, I’exposition aux risques psychoso-
ciaux, qui concerne environ un travailleur
sur quatre [3], pourrait étre associée a
un risque augmenté d’usage chronique
de benzodiazépines, au moins en cas
d’exposition professionnelle stressante
a un public [4]. Alors que des associa-
tions longitudinales ont déja été décrites
entre le stress au travail et les usages
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d’alcool, de tabac et de cannabis, le lien
entre le stress au travail et "'usage chro-
nique de benzodiazépines a été peu étu-
dié. Uobjectif de cette étude était donc
de rechercher des associations prospec-
tives entre le stress au travail et 'usage
chronique de benzodiazépines, en tenant
compte des facteurs sociodémogra-
phiques et des comorbidités (trouble de
usage de I’alcool, tabagisme, dépres-
sion, et altération de I’état de santé
général) [5]. Les résultats pourraient
déboucher sur des actions d’information
et de prévention sur les risques liés a
I’existence d’un stress au travail dans le
cadre de la santé publique et de la santé
au travail.

La population de I’étude était composée
de 31077 sujets inclus dans la cohorte
CONSTANCES entre 2012 et 2014 (www.
constances.fr). Ces sujets étaient tous
en activité au moment de leur recrute-
ment dans cette cohorte, et n’avaient
pas présenté d’usage chronique de ben-
zodiazépines durant les deux années
précédant 'inclusion. Lusage chronique
de benzodiazépines était défini comme
un usage continu pendant au moins 12
semaines, en se fondant sur les données
objectives de consommation de soins
issues du systéme national d’information
inter-régimes de I’assurance maladie
(SNIIRAM). Le stress au travail était
mesuré a I’aide d’une échelle d’éva-
luation standardisée du déséquilibre
effort-récompense, utilisée en quartiles
[6]. Les odds ratios d’usage chronique
de benzodiazépines au cours d’un suivi
de deux ans et en fonction du stress au
travail étaient calculés par régression

logistiquel. Les analyses ont d’abord été
ajustées pour I’dge, le genre, le niveau
d’éducation, la catégorie profession-
nelle, les revenus du foyer, le statut
marital, le statut tabagique, et la pré-
sence éventuelle du « trouble de 'usage
de I’alcool » en utilisant I"alcohol use
disorder identification test. Des ajuste-
ments supplémentaires ont ensuite été
effectués pour ’état de santé pergu et la
présence éventuelle de signes de dépres-
sion en utilisant I’échelle CES-D (center
for epidemiologic studies-depression).

A Pissue des deux années de suivi, 294
participants (0,9 %) ont présenté un
usage chronique de benzodiazépines.
Le stress au travail mesuré a I'inclusion
dans la cohorte CONSTANCES était asso-
cié au risque de survenue d’un usage
chronique de benzodiazépines avec
des odds ratios de 1,95 (intervalle de
confiance a 95 % : 1,32-2,87) et de 2,80
(IC 95% : 1,96-4,01) respectivement
pour les troisieme et quatriéme quartiles
comparés au premier. Aucune interaction
n’était observée entre le stress au travail
et les autres variables analysées, a I'ex-
ception du statut tabagique (odds ratio
=1,89; 1C 95%: 1,05-3,41; p = 0,03).
Les odds ratios étaient, chez les fumeurs,
respectivement de 2,68 (IC 95%: 1,17-

! La régression logistique, I'un des modeles d’analyse multi-
variée les plus couramment utilisés en épidémiologie, est
un modeéle de régression binomiale. €lle permet de mesurer
I’association entre la survenue d’un événement (variable
expliquée qualitative) et les facteurs susceptibles de I'in-
fluencer (variables explicatives). Le choix des variables
explicatives intégrées au modeéle de régression logistique est
fondé sur une connaissance préalable de la physiopathologie
de la maladie et sur 'association statistique entre la variable
et I’événement, mesurée par I'odds ratio (également appelé
risque relatif rapproché).
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6,13) et de 4,74 (IC 95 % : 2,31-9,72)
pour les troisiéme et quatrieme quar-
tiles comparés au premier, tandis qu’ils
étaient respectivement de 1,70 (IC
95 % : 1,07-2,69) et de 2,16 (IC 95 % :
1,41-3,30) chez les non-fumeurs et les
anciens fumeurs. Ces odds ratios étaient
significativement plus élevés chez les
fumeurs comparés aux non-fumeurs
et anciens fumeurs (Z-score =2,16; p
=0,03). Apreés ajustements supplémen-
taires, les odds ratios étaient respec-
tivement de 1,74 (IC 95 % : 1,17-2,57)
et 2,18 (IC 95 % : 1,50-3,16) pour les
troisieme et quatrieme quartiles com-
parés au premier (Figure 1). Toutes les
associations étaient dose-dépendantes
(p de tendance < 0,001 ; Figure 1).

A notre connaissance, il s’agit de la
premiere étude ayant examiné prospec-
tivement les associations entre le stress
au travail et I'usage chronique de ben-
zodiazépines dans une cohorte nationale
issue de la population générale. L'usage
chronique de benzodiazépines a été
identifié a partir des bases de données
médico-administratives de rembour-
sement, c’est-a-dire avec une mesure
objective et exhaustive des traitements
délivrés. De plus, nous avions la possi-
bilité de nous focaliser sur les « nou-
veaux » utilisateurs de benzodiazépines
(cas incidents), en excluant ceux qui
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avaient présenté un usage chronique
de benzodiazépines au cours des deux
années précédant 'inclusion dans la
cohorte. Les mesures du stress au tra-
vail, des symptomes dépressifs, et du
trouble de 'usage de 'alcool reposaient
sur des outils d’évaluation standardisés.
Enfin, nos analyses ont tenu compte de
plusieurs facteurs de confusion® poten-
tiels.

Toutefois, cette étude comporte plu-
sieurs limites. Tout d’abord, le carac-
tere prospectif de I’étude ne permet
pas pour autant d’exclure la possibilité
d’une causalité inverse (ou circulaire),
de méme que I'existence de facteurs
confondants résiduels. Par exemple,
parmi les facteurs potentiellement
confondants qui n"ont pas été mesu-
rés dans cette étude, la personnalité
et les antécédents d’addiction pour-
raient expliquer a la fois la tendance
au stress au travail et a 'usage chro-
nique de benzodiazépines. Par ailleurs,
il n’était pas possible de s’assurer que
les médicaments délivrés étaient effec-
tivement consommés (méme s’il est peu
probable qu’un individu se rende a au

2 €n statistique, une variable confondante, appelée aussi
facteur confondant ou facteur de confusion, est une variable
aléatoire qui influence a la fois la variable dépendante et les
variables explicatives. Ces facteurs sont notamment & I’ori-
gine de la différence entre corrélation et causalité.

moins quatre reprises a la pharmacie
pour se faire délivrer un traitement sur
ordonnance sans que ce soit pour le
consommer) et la méthode d’identifi-
cation de 'usage de benzodiazépines ne
tenait pas compte des consommations
sans prescription (e.g., consommation
de benzodiazépines prescrites pour
quelqu’un d’autre, achat de benzodia-
zépines au marché noir).

€n conclusion, cette étude a mis en
évidence "association entre le stress au
travail et le risque d’usage chronique
de benzodiazépines au cours d’un suivi
de deux ans, en tenant compte des fac-
teurs sociodémographiques, du statut
tabagique, de la présence éventuelle
du trouble de 'usage de I’alcool ou
d’une dépression, et de I’état de santé
percu. €n situation de stress au travail,
I’'usage de benzodiazépines pourrait étre
favorisé par la volonté de réduire ce
stress ou ses conséquences, et d’amé-
liorer ses performances au travail [7].
U'exposition chronique au stress ainsi
que les effets addictogenes des benzo-
diazépines pourraient alors en favoriser
I’'usage chronique. Les risques plus éle-
vés chez les fumeurs sont en accord avec
une plus grande sensibilité des fumeurs
aux situations stressantes [8]. De plus,
les fumeurs sont plus enclins a utiliser
des substances pour faire face au stress,
et il existe vraisemblablement un profil
de vulnérabilité commun a l'usage des
benzodiazépines et a celui du tabac en
situation de stress. Quoi qu’il en soit,
le repérage et la prévention du risque
d’usage chronique de benzodiazépines
devraient étre systématisés chez les
personnes qui sont en situation de stress
au travail, y compris chez celles qui
n’ont pas d’autres indicateurs de vulné-
rabilité. Il existe des échelles standardi-
sées d’évaluation de la dépendance aux
benzodiazépines, telles que BenDep-SRQ
[91, et la prise en charge thérapeutique
peut s’appuyer sur des recommanda-
tions internationales [10]. ¢

Job stress and benzodiazepines
long-term use: prospective findings
from the CONSTANCES cohort
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NOUVELLE

Comment le stress précoce
altere le comportement
a Page adulte

Anne Teissier, Patricia Gaspar

> Uenvironnement dans lequel un enfant
grandit joue un role crucial dans le
développement de son cerveau et I’éta-
blissement d’un équilibre psychique.
On sait, grace a de nombreuses études
épidémiologiques, que I’exposition a
des traumatismes pendant I’enfance
(notamment par négligence émotion-
nelle ou physique, ou par des abus
émotionnels, physiques, ou sexuels)
augmente le risque de développer des
troubles psychiques tels qu’un état
anxieux ou dépressif, et constitue un
facteur aggravant pour des maladies
psychiatriques comme la bipolarité ou la
schizophrénie [1]. On estime que 30 %
du risque de maladie psychiatrique est
imputable aux traumatismes de ’en-
fance [2], ce qui fait de leur prévention
un enjeu important de santé publique.

Les mécanismes biologiques impliqués
restent mal compris. L’étude des cer-
veaux de sujets adultes ayant été expo-
sés a un stress pendant I’enfance a
permis d’identifier des altérations de

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020
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I’activité corticale et de la substance
blanche, notamment dans le cortex pré-
frontal, une région cérébrale impliquée
dans le contréle émotionnel et la cogni-
tion [3]. Pour tenter de comprendre
I’origine des anomalies comportemen-
tales persistantes aprées un stress pré-
coce, nous avons entrepris d’identifier
les mécanismes moléculaires et cellu-
laires qui sous-tendent la perturbation
du développement cérébral associée.

Les étapes d’un développement
cérébral normal

Les neurones sont essentiellement géné-
rés pendant la vie embryonnaire. Puis,
durant une période de maturation, ils
étendent leurs axones et leurs dendrites,
avant d’émettre des potentiels d’action
et d’établir des contacts synaptiques afin
de former des réseaux fonctionnels. €n
parallele de ce processus de maturation
neuronale a lieu la gliogenése, c’est-a-
dire la production des cellules gliales
(astrocytes, oligodendrocytes, et cel-
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lules microgliales) et leur différenciation.

Les cellules gliales (=) Voir Péditorial

d’y. Agid et X. Fan,
m/s n° 3, mars 2019,
page 199

sont essentielles
au fonctionnement
cérébral [4] (=¥) :
les astrocytes subviennent aux besoins
énergétiques des neurones, les cellules
microgliales contr6lent la maturation
synaptique, tandis que les oligoden-
drocytes synthétisent la gaine de myé-
line autour des axones, ce qui permet
une conduction plus rapide de I'influx
nerveux. Ces phénomenes de matura-
tion neuronale et de gliogenese, qui
débutent durant la vie intra-utérine et
se prolongent dans 'enfance, sont donc
les plus susceptibles d’étre affectés
par un stress précoce. Plus tard, durant
I’adolescence, une étape de sélection
des connexions neuronales qui persiste-
ront dans le cerveau adulte permet une
optimisation des réseaux neuronaux et
ainsi 'adaptation a I’environnement.
Les processus moléculaires controlant
le développement cérébral étant pour la



A Séparation maternelle B 3 P
(3h/jour)

Cldnll
Mog  Gsn | Mag

®_ o (Ml \ /Mob
. P Pipl
1 O9gq 0, 0 ® " ey

?\. np
ErbbS " Myrf Tspan2 Beasl

2
< [ ]
&
o
8

29 °

0 v L) ]
log,(transcrits) 5 10 Egr4 15
L) ..junb.
- .‘“ Fosb ..Fos .I.Arc
° £gr2 Nrdal
— 21 °
M Eso -3
C CNO/SAL D €
(10 mg/kg/jour)
— Ry E
P2 P14 =
P1 P15 >
£S+hM4Di E
ou
SM+hM3Dq

Figure 1. Les altérations moléculaires liées a un stress précoce répété peuvent étre reproduites ou prévenues par la modulation de 'activité neu-
ronale du cortex préfrontal. A. Les souriceaux soumis au protocole de séparation maternelle (SM) ont été séparés de leur mére pendant 3 heures
chaque jour entre le jour post-natal 2 (P2) et P14 ; leur cortex préfrontal a été prélevé a P15 pour analyser le transcriptome. Les souriceaux
témoins ont eu un élevage standard (€S). B. Les résultats du séquencage des transcrits montrent des changements affectant principalement
I’expression de génes associés a I’activité neuronale (points bleus) et a la myéline (points rouges). FC : fold change. C. La modulation répétée de
I’activité neuronale a été effectuée par I'injection locale a P1 d’un vecteur viral recombinant permettant I’expression d’un récepteur muscarinique
modifié (hM3Dg, stimulateur, ou hM4Di, inhibiteur) dans les neurones du cortex préfrontal. Ces récepteurs ont été activés par injections répétées
(chaque jour entre P2 et P14) du ligand inerte, la clozapine N-oxyde (CNO), ou n’ont pas été activés dans le groupe témoin qui a recu des injections
répétées de solution saline (SAL). D. Expression spécifique du récepteur muscarinique modifié dans le cortex préfrontal a P15 aprés injection a P1.
(€) Image agrandie de la zone encadrée en (D). La construction virale utilisée permet d’exprimer un marqueur fluorescent (mCherry+) en méme
temps que le récepteur dans les neurones (NeuN*). Barres d’échelle : 500 um (D) et 20 pum (€).

plupart tres conservés chez les mammi-
feres, nous avons utilisé un modéle murin
de séparation maternelle pour analyser, a
I’échelle moléculaire, les effets d’un stress
précoce sur le cerveau en développement.
Dans ce modele, les souriceaux sont sépa-
rés de leur mere pendant 3 heures par jour
entre le jour post-natal 2 (P2) et P14. La
derniere séparation est donc effectuée
environ une semaine avant le sevrage
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des souriceaux, qui a lieu vers P21. Plu-
sieurs études préalables ont montré que
les rongeurs ayant subi un protocole de
séparation maternelle présentent, a I'dge
adulte, des altérations comportementales
similaires a celles d’hommes exposés a
un traumatisme précoce, notamment: 1)
une réaction physiologique au stress exa-
gérée, 2) une diminution de I’activité du
cortex préfrontal, et 3) une altération des

processus cognitifs et émotionnels [5]. A
noter que, chez "lhomme, les effets d’un
stress peuvent étre compensés ou non par
I’environnement social ou matériel, et les
conséquences comportementales sont
donc souvent moins profondes que dans
les modéles d’animaux de laboratoire,
élevés dans des conditions standardisées
et pour lesquels il existe donc peu ou pas
de « biais environnemental ».
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Le stress précoce répété induit des
altérations de ’activité neuronale et
de la myéline dans le cortex préfrontal
en développement

Nous cherchions a identifier les alté-
rations moléculaires précoces pouvant
étre a Iorigine des troubles persistants
observés chez ’adulte. Pour cela, nous
avons réalisé, chez des souriceaux expo-
sés ou non a une séparation maternelle
répétée, le séquencage de tous les trans-
crits des genes exprimés dans le cortex
préfrontal a P15, c’est-a-dire un jour
apres leur derniére séparation (Figure
14) [6]. Nous avons ainsi découvert deux
altérations majeures chez les souriceaux
ayant subi ce stress répété. D’une part,
une diminution du nombre des transcrits
de geénes associés a Iactivité neuronale,
c’est-a-dire ceux dont I'expression est
rapidement modifiée par cette acti-
vité (Figure 1B). Nos résultats et ceux
d’autres équipes de recherche suggerent
que cette diminution de I'activité neu-
ronale au repos pourrait atténuer les
pics transitoires d’activité neuronale
dus au stress, et persisterait a I’dge
adulte [5, 7]. D’autre part, nous avons
observé une augmentation du nombre
des transcrits de genes dont I'expres-
sion est spécifique des oligodendrocytes
(les cellules synthétisant la myéline). €n
utilisant des immunomarquages et des
marqueurs de la division cellulaire, nous
avons pu mettre en évidence une diffé-
renciation prématurée des précurseurs
d’oligodendrocytes (OPC) en oligoden-
drocytes matures aux dépens des OPC
qui continuent a proliférer, ainsi qu’une
augmentation des quantités de myéline
dans le cortex préfrontal a P15 [6].
Enfin, les animaux ayant subi ce stress
précoce répété avaient, a I’dge adulte,
une diminution de la densité des OPC, qui
pourrait étre a I’origine d’une diminution
de la quantité de myéline, ou tout au
moins d’une diminution de la plasticité
de la myélinisation.

Ainsi, cette analyse moléculaire a permis
d’identifier, chez la souris, deux proces-
sus du développement du cortex cérébral
affectés par un stress précoce répété, et
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dont la perturbation a des conséquences
a long terme sur le fonctionnement du
cerveau adulte, donc, potentiellement,
sur le comportement. Il est a noter que
I’existence d’une perturbation de I'acti-
vité corticale et de la myélinisation a
également été suggérée pour les trau-
matismes de I’enfance chez I’homme.
€n effet, Nelson et al. ont montré que
des enfants élevés en orphelinat ont
une diminution de I’activité corticale
et du volume de la substance blanche,
par rapport a ceux qui ont été adoptés
avant I'dge de 2 ans [8]. De plus, chez
de jeunes adultes ayant subi une agres-
sion sexuelle pendant I"enfance, une
différenciation précoce des précurseurs
d’oligodendrocytes a été rapportée [9].
Les modéles animaux offrent la possibi-
lité d’étudier le mécanisme de ces per-
turbations précoces et leurs liens avec
les troubles comportementaux obser-
vés ultérieurement. Nous avons ainsi pu
détecter les défauts d’activité neuronale
dans le cortex préfrontal des souriceaux
exposés au stress avant méme qu’une
altération du processus de différencia-
tion des OPC ne soit apparente. Nous
avons donc cherché a déterminer si une
modulation de I'activité neuronale pen-
dant le développement pouvait induire
les défauts de gliogenese et des défauts
comportementaux similaires a ceux
induits par le stress précoce.

La modulation de I’activité du cortex
préfrontal au cours du développement
reproduit ou, au contraire, prévient les
défauts induits par un stress précoce
répété

Pour manipuler localement I"activité
neuronale du cortex préfrontal en déve-
loppement, nous avons utilisé les récents
outils pharmacogénétiques. Ces derniers
permettent, apres injection locale d’un
vecteur d’expression viral, d’exprimer
un récepteur modifié puis de moduler
I’activité neuronale en activant spécifi-
quement ce récepteur grdce a un ligand
exogene et inerte traversant la barriére
hémato-encéphalique [10]. Nous avons
injecté de fagon bilatérale le cortex pré-

frontal de souriceaux a P1 avec des virus
permettant I'expression d’un récepteur
muscarinique (récepteur couplé a une
protéine G) hM3Dq ou hM4Di modifié,
afin de pouvoir renforcer (hM3Dq) ou
inhiber (hM4Di) Pactivité des neurones
de cette région du cerveau (Figure 1C, D).
Nous avons ensuite exposé les souriceaux
au ligand de ces récepteurs chaque jour
entre P2 et P14 afin de perturber I’acti-
vité neuronale de facon répétée.

Les souriceaux chez lesquels I'activité
neuronale du cortex préfrontal a ainsi
été diminuée par activation du récepteur
hM4Di présentent des altérations physio-
logiques et comportementales trés simi-
laires a celles que nous avons observées
apres le stress précoce répété, a savoir :
1) une diminution persistante de I’acti-
vité neuronale, 2) une différenciation
précoce des précurseurs d’oligodendro-
cytes, et 3) une augmentation des com-
portements associés a I'anxiété et a un
état dépressif, ainsi qu’une altération de
la mémoire & court terme [5]. Ainsi, nos
résultats indiquent qu’une diminution
locale et transitoire de I'activité neuro-
nale du cortex préfrontal est suffisante
pour reproduire plusieurs conséquences,
a court terme et a long terme, d’un stress
précoce répété chez la souris.
Inversement, nous avons ensuite voulu
savoir si le rétablissement d’une activité
neuronale normale dans le cortex pré-
frontal de souriceaux subissant un stress
précoce répété permettrait de prévenir
I’apparition des défauts de gliogenese
et de comportement. Une augmenta-
tion de I’activité des neurones du cortex
préfrontal, par activation du récepteur
hM3Dq, chez les souriceaux pendant le
protocole de séparation maternelle a
entrainé la disparition du défaut de
prolifération des OPC, du déficit de la
mémoire @ court terme, ainsi que des
altérations comportementales associées
a un état dépressif [6]. Cependant, cette
augmentation n'a pas empéché I'appa-
rition des troubles du comportement
associés a I"anxiété. Cette différence
d’effet sur les troubles anxieux et sur les
troubles dépressifs pourrait étre due a



spatial de I'injection virale (qui n’aurait
modifié Pactivité que de certains circuits
émotionnels), ou au fait que le rétablis-
sement de I'activité neuronale par cette
technique pharmacogénétique ne repro-
duit pas I’état physiologique des réseaux
neuronaux en développement. En effet,
les rythmes d’activité neuronale détec-
tables sur I’électroencéphalogramme
sont établis par 'activité synchrone de
sous-ensembles particuliers de neurones
excitateurs et inhibiteurs d’une méme
région, alors que Iactivation pharmaco-
génétique ne permet pas d’établir cette
distinction.

Ces résultats ont donc permis de mettre
en évidence la contribution physiolo-
gique d’une baisse précoce de 'acti-
vité neuronale du cortex préfrontal dans
I’apparition de troubles comportemen-
taux consécutive a un stress précoce
répété chez la souris. Il reste a identi-
fier les mécanismes moléculaires impli-
qués dans cette diminution persistante
de Pactivité neuronale. Par ailleurs,
puisqu’un enrichissement de I’environ-
nement social et sensoriel augmente
Pactivité du cortex préfrontal [11], il
serait intéressant de tester I'efficacité
préventive d’un tel enrichissement sur
I’apparition des troubles liés au stress
précoce répété, d’abord chez la souris,
puis chez ’lhomme.

Les défauts de myélinisation au cceur
des maladies psychiatriques ?

Nous avons mis en évidence une accé-
lération précoce du processus de myéli-
nisation dans le cortex préfrontal apres
exposition des souriceaux @ un stress
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répété, avec un impact a long terme
sur la densité des précurseurs d’oli-
godendrocytes a I’age adulte. La dif-
férenciation précoce de ces précurseurs
pourrait €tre adaptative a court terme
(les circuits neuronaux deviendraient
plus rapidement fonctionnels grace a
la myélinisation accélérée des axones),
mais son colt a long terme serait une
baisse de la réserve d’0OPC et un potentiel
d’adaptation restreint a I’Gge adulte.

De plus, nous avons montré que "activité
neuronale précoce contréle I’équilibre
entre prolifération et différenciation
des précurseurs d’oligodendrocytes au
cours du développement. Des défauts
de myélinisation sont présents dans de
nombreuses maladies psychiatriques
telles que les troubles du spectre autis-
tique, la schizophrénie, ou la dépression
récurrente [12]. De plus, des données de
plus en plus nombreuses suggérent que
les oligodendrocytes et leurs précurseurs
influent sur le comportement émotionnel
[13]. Il sera intéressant de déterminer si
la baisse de densité des OPC dans le cor-
tex préfrontal adulte est suffisante pour
induire des troubles comportementaux.
Comprendre le role des oligodendrocytes
et de la myélinisation dans I’émergence
des troubles émotionnels précoces pour-
rait ouvrir de nouvelles perspectives thé-
rapeutiques. ¢

How early life impacts emotional beha-
viour in adulthood
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Role de I’hepcidine

dans les infections cutanées

Mariangela Malerba, Carole Peyssonnaux

Lhepcidine hépatique, hormone clé de
I’homéostasie du fer dans I’organisme
L'hepcidine est un peptide de 25 acides
aminés principalement produit par le foie
et sécrété dans la circulation sanguine en
conditions de surcharge en fer, d’infec-
tion, ou d’inflammation [1]. Chepcidine
est "hormone de I’homéostasie du fer.
Elle inhibe I"exportation du fer des enté-
rocytes (site de I'absorption intestinale
du fer alimentaire) et des macrophages
(site de recyclage du fer de I’hémoglo-
bine) en dégradant la ferroportine (FPN),
une protéine exportatrice du fer située
ad la membrane de ces cellules [2]. Une
augmentation de la production d’hep-
cidine provoque donc une diminution de
la concentration plasmatique du fer. La
carence en hepcidine est associée a I’hé-
mochromatose héréditaire, une maladie
caractérisée par une surcharge progres-
sive en fer pouvant entrainer de graves
dysfonctionnements de divers organes.

Le fer est le seul micronutriment dont la
régulation hormonale dépend a la fois
de I’état nutritionnel et d’une possible
infection. Le fer joue un rdle particulier
dans la médiation des interactions hote-
pathogene, car ce métal est au centre
d’une bataille nutritionnelle entre I’hote
et les pathogénes. L’'hepcidine contribue
a I'immunité innée en diminuant les
niveaux de fer plasmatique, et ainsi la
disponibilité du fer pour les microbes
[3]. A terme, cependant, cette diminu-
tion du fer plasmatique associée a une
inflammation conduit a une anémie.
Uhepcidine est également produite dans
d’autres organes/cellules que le foie (rein,
poumon, macrophages, etc.), notamment
lors d’infections [4]. ’hepcidine produite
par le foie étant suffisante pour assurer
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I’lhoméostasie systémique du fer dans des
conditions physiologiques [5], la pro-
duction d’hepcidine par les autres tissus
pourrait jouer un réle local, notamment
au site des infections ou dans des tissus
mal perfusés, inaccessibles a I’hepcidine
présente dans le sang.

Nouveau réle immunomodulateur de
I’hepcidine cutanée en conditions
infectieuses

Si I’hepcidine est désormais reconnue
comme I"hormone de I’homéostasie du
fer, elle a été identifiée initialement
comme un peptide antimicrobien catio-
nique (PAM) du fait de sa similarité de
structure avec les B-défensines. Les PAM
sont des antibiotiques naturels capables
de tuer des souches bactériennes variées
[6]. Méme si I’hepcidine conserve les
fonctions antimicrobiennes prototypiques
des PAM dans différentes especes de pois-
sons, cette propriété ne persiste qu’a
I’état rudimentaire chez les vertébrés
supérieurs et n'a pas retenu I’attention
de la communauté scientifique. Toute-
fois, les effets des PAM sont pléiotropes
et assurent la protection de I’hdte non
seulement par la destruction directe des
agents pathogenes (fonction antimicro-
bienne) mais également par la modula-
tion du systeme immunitaire de I’hGte
(fonction immunomodulatrice). Pourtant,
le réle immunomodulateur de I’hepcidine
et son éventuelle expression dans des
épithéliums tels que celui de la peau
(source majeure de production de PAM)
n’avaient jamais été étudiés. Nous avons
donc entrepris cette étude, en choisissant
comme modele la fasciite nécrosante
(FN), plus connue sous le nom de gan-
gréne ou « maladie mangeuse de chair ».

La FN est une infection caractérisée par
une nécrose généralisée de la peau et
des tissus profonds, décrite pour la pre-
miére fois par Hippocrate au V€ siecle.
Le traitement standard comprend des
antibiotiques a large spectre et un débri-
dement chirurgical’ complet. Cependant,
malgré 'usage d’antibiotiques et I'exé-
rése chirurgicale des tissus nécrotiques, le
risque de septicémie reste élevé, avec un
taux de mortalité pouvant atteindre 30 %.
Le streptocoque du groupe A est considéré
comme la cause la plus fréquente de FN
associée a la septicémie [7].

Nous avons d’abord montré que I’hepci-
dine est produite par la peau de patients
souffrant de FN due au streptocoque du
groupe A [8]. Pour étudier son réle dans
le développement de la FN, nous avons
utilisé un modele murin d’infection nécro-
sante. Des bactéries d’une souche de
streptocoque du groupe A isolées a partir
d’un patient atteint de FN sont introduites
chez la souris par voie sous-cutanée ; la
souris développe alors des Iésions nécro-
tiques de la peau et une septicémie dans
les jours suivant I'infection. Comme chez
I"homme, I'hepcidine est produite dans la
peau infectée et peut étre détectée dans
les kératinocytes de I’épiderme. Grdce
a I'analyse de souris mutantes dont le
géne de I’hepcidine a été invalidé dans
les kératinocytes, nous avons pu montrer
que la production locale d’hepcidine est
nécessaire non seulement pour limiter
la prolifération bactérienne au site de
la Iésion mais également pour empé-
cher la dissémination bactérienne [8].
Nous avons alors cherché a comprendre le

! Le débridement consiste & enlever tous les tissus dévitali-
sés, nécrotiques ou infectés.
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Figure 1. L’hepcidine produite par la peau augmente le recrutement des granulocytes neutrophiles

au site d’infection et empéche I’invasion bactérienne. En réponse a 'infection par les strepto-

coques du groupe A (SGA), les kératinocytes produisent I’hepcidine nécessaire a la synthése

de CXCL1, chimiokine clé des granulocytes (ou polynucléaires) neutrophiles. Contrairement a

CXCLI, I’hepcidine est résistante a la dégradation par les principales protéases bactériennes (ici

représentées par des ciseaux), et pourrait donc servir de réservoir pour maintenir des niveaux

stables de CXCLL dans les tissus infectés. hepcidine permet alors un recrutement efficace de

granulocytes neutrophiles, et empéche la propagation systémique des bactéries.

mécanisme en cause. hepcidine n’a pas
d’effet antimicrobien direct sur ces bac-
téries. &n revanche, hepcidine produite
par les kératinocytes est essentielle a
la synthése de chemokine (C-X-C motif)
ligand 1 (CXCL1), chimiokine clé des gra-
nulocytes neutrophiles. Cette induction
semble s’effectuer par une voie dépen-
dant de la ferroportine, seul récepteur
connu de I’hepcidine. Cette augmentation
de CXCL1 par 'hepcidine permet le recru-
tement des granulocytes neutrophiles,
cellules clés du systeme immunitaire, au
site de I'infection (Figure 1). Ces granu-
locytes sont des agents antibactériens
essentiels dans la défense de I’orga-
nisme, notamment contre les infections
par les streptocoques du groupe A. Lors
de la détection de ces bactéries pyo-
genes, le recrutement des granulocytes
neutrophiles, qui débute dés les pre-
miéres minutes de I'infection, est éga-
lement essentiel a sa résolution [9].
Toutefois, les streptocoques du groupe A
contrecarrent le systéme immunitaire de

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

I’hote en produisant des protéases, telles
que SpyCEP, qui vont dégrader CXCLL et
d’autres protéines impliquées dans le
recrutement et I'activation des granu-
locytes neutrophiles [10]. Nous avons
montré que ’hepcidine, contrairement a
CXCL1, est résistante a la dégradation,
ce qui suggere qu’elle pourrait servir de
réservoir pour maintenir un pool de CXCL1
dans le contexte de I'infection. CXCLI est
phylogénétiquement ancien puisqu’il est
déja présent chez I’amibe Dictyostelium
discoideum, tandis que I’hepcidine est
apparue plus récemment au cours de
I’évolution, chez les poissons téléos-
téens. Compte tenu de la théorie selon
laquelle les interactions hote-pathogene
co-évoluent, nous pouvons spéculer que
les streptocoques du groupe A ont évolué
pour contrer I'activité de CXCL1, alors
qu’ils n’ont pas encore développé de fac-
teurs de virulence capables de neutraliser
I’activité de "hepcidine.

Nous avons fait I’hypothése que I’hepci-
dine, du fait de sa résistance a la dégra-

dation et de ses propriétés immunomo-
dulatrices, pourrait étre utilisée dans un
but thérapeutique. €n effet, I’adminis-
tration de I’hepcidine a des souris dans
les 24 heures suivant I'infection par des
streptocoques du groupe A stimule le
recrutement de granulocytes neutrophiles
et empéche I'invasion bactérienne [8].
Lutilisation thérapeutique de I’hepcidine
peut donc constituer une stratégie alter-
native opportune compte tenu de I'inci-
dence croissante des maladies invasives
dues aux streptocoques du groupe A.

€n conclusion de cette étude, nous avons
montré que I’hepcidine, outre son rdle
clé en tant qu’hormone de régulation du
fer produite par le foie, est également
un composant essentiel, jusqu’ici non
reconnu, de la réponse immunitaire a
une infection bactérienne lorsqu’elle est
produite par I’épiderme. L'hepcidine pos-
séde des roles pléiotropes en conditions
infectieuses. €lle restreint la disponibilité
du fer pour les microorganismes, favorise
le recrutement des granulocytes neu-
trophiles, et empéche la dissémination
bactérienne. Elle est trés résistante aux
protéases bactériennes, contrairement
aux chimiokines des granulocytes neu-
trophiles. Comme I’hepcidine n’agit pas
sur les bactéries elles-mémes, mais sur
le systéme immunitaire et sur la dispo-
nibilité du fer, un nutriment clé pour les
bactéries, nous pouvons supposer que son
action thérapeutique ne se limite pas aux
streptocoques du groupe A, mais s’ap-
plique a un large éventail de bactéries.
’hepcidine pourrait donc étre envisagée
comme une alternative thérapeutique
aux antibiotiques dans de nombreuses
maladies. ¢

Role of hepcidin in cutaneous infec-
tions
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> La cavité buccale est 'une des voies majeures
des contaminations environnementales connues
pour étre impliquées dans de nombreuses patho-
logies chroniques (cancers, troubles de la ferti-
lité et du comportement) via I'alimentation, les
médications ou méme la respiration. Ces fac-
teurs environnementaux incluant, entre autres,
des perturbateurs endocriniens et le fluor en exces,
peuvent perturber le développement dentaire et
ainsi générer des défauts irréversibles de I’émail.
Ces défauts sont alors traités avec des matériaux
dont certains liberent des molécules capables a
leur tour de générer ces défauts, conduisant a un
cercle vicieux, notamment chez la femme enceinte
et le jeune enfant. Cette synthese fait le point sur
I’état des connaissances, les questions et contro-
verses sur les facteurs environnementaux courants
susceptibles d’entrer en contact avec la sphére
orale, leurs mécanismes d’actions et les média-
teurs impliqués dans les pathologies de I"émail
associées aux conditions environnementales. <

Les tissus dentaires peuvent non seulement étre la
cible des facteurs environnementaux mais également
servir de marqueurs précoces et sont facilement acces-
sibles et exposés a ces agents. La compréhension et la
caractérisation de I'impact environnemental dans la
sphere orale aidera a prévenir de multiples pathologies
non seulement dans cette cavité, mais également des
pathologies plus éloignées dont le lien avec ’homéos-
tasie orale commence a peine a étre exploré.

Facteurs environnementaux contaminants

La cavité orale est contaminée par une variété de fac-
teurs environnementaux qui sont regroupés, pour cer-
tains, sous le terme de « contaminants alimentaires »,
lorsque les individus ne les identifient pas et subissent

Vignette (Photo © Inserm - Bertrand Kerebel).
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« toxiques », correspondent a des
contaminants qui ont été consommés
sciemment, en ayant connaissance de
leurs effets secondaires ou de la prise

de risque associé a leur consomma-
tion, comme I'alcool, le tabac, certains médicaments, voire le sucre
lorsqu’il est pris en excés. La contamination d’un aliment peut égale-
ment survenir au cours des différentes étapes de sa fabrication : les
denrées produites peuvent en effet avoir été originellement contami-
nées par la présence de composés introduits involontairement dans les
sols (pour les cultures) ou dans la chaine alimentaire (pour I’élevage
et la production industrielle), comme les dioxines, les biocides, les
plastifiants, entre autres. Les produits phytosanitaires (ou pesticides
dont les fongicides, les herbicides, les insecticides, etc.) sont, eux,
communément utilisés au cours du processus de production : récolte,
conservation des fruits, [égumes et céréales (qui seront utilisés ou non
pour I’élevage). Les procédés utilisés pour la confection des produits
(fumage et cuisson) peuvent également engendrer la néo-synthése
de molécules qui s’avérent nocives pour la santé, comme les hydro-
carbures polycycliques (HAP) ou I'acrylamide, désormais identifiée
comme un produit cancérogene. U'acrylamide est en effet produite par
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réaction de glycation des produits lors de leur chauffage ou cuisson.
Les processus de conditionnement, quant a eux, peuvent provoquer le
transfert de bisphénols et de phtalates du produit d’emballage vers
I’aliment. Tous ces xénobiotiques sont fortement suspectés d’induire
des pathologies métaboliques, malignes et auto-immunes chez
I’adulte, mais aussi des pathologies du développement touchant le
feetus, via la mére, ou le jeune enfant. La prévalence de ces patho-
logies non-infectieuses étant en augmentation constante depuis les
derniéres décennies, notamment chez les sujets jeunes, la connais-
sance, voire la maitrise, de ces facteurs étiologiques apparaissent
donc indispensables. Les questions qui portent sur leur capacité de
perturbation et leurs mécanismes d’action au sein de la cavité orale
se posent ainsi légitimement et devraient faire I'objet de recherches
particulieres ces prochaines années.

L’émail dentaire marqueur des conditions environnementales

Le développement dentaire et, en particulier, la synthése de I’émail
suivent une séquence d’événements moléculaires et cellulaires
parfaitement ordonnés dans I’espace et le temps [1]. On distingue
trois phases majeures dans "amélogenése! : la prolifération et le
recrutement des cellules souches ; la secrétion, au cours de laquelle
les protéines matricielles amélaires déterminent I’épaisseur de
I’émail et aident @ sa minéralisation ; et la maturation qui voit
la quasi-totalité de ces protéines amélaires (=) Voir la Synthese
de G. Lignon et al.,
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dégradées pour laisser "espace rendu libre pour
la croissance des cristaux d’apatite et la miné-
ralisation compléte de I"émail [2] (=P), tissu
le plus minéralisé de I’organisme recouvrant la couronne dentaire.
Lorsque ce processus s’achéve, la dent est préte a faire son éruption
dans la cavité orale. Les améloblastes sont perdus au cours de cette
derniére étape, ce qui rend toute atteinte future de I’émail irrépa-
rable et donc irréversible. Ainsi, les perturbations exogénes touchant
les améloblastes ou les régulations endogenes de leur activité et de
leur survie, peuvent conduire a des stigmates amélaires, témoins de
ces perturbations. Ces stigmates pourront ainsi aider a reconstituer
I’historique des expositions et contaminations que les améloblastes
ont subies (Figure 1).

Le développement de chaque dent a été décrit dans le détail en fonc-
tion du temps [3]. Cela permet de définir assez précisément la fenétre
de temps d’exposition aux agents qui ont altéré sélectivement le déve-
loppement de certaines dents. Le développement de I’émail dentaire
s’effectue au cours des deux derniers trimestres de la vie feetale et
entre 4 et 6 ans apres la naissance, soit une fenétre de temps déter-
minante pour I’état de santé futur de "adulte [4]. Uensemble de ces
caractéristiques propres et uniques de I’émail conférent a ce tissu des
propriétés de traceur d’exposition aux agents qui ont pu perturber sa
synthése, mais aussi altérer la santé d’un individu, comme cela semble
le cas des perturbateurs endocriniens [5].

! ’amélogenése est la synthese, la secrétion, la minéralisation et la maturation de I’émail par les amé-
loblastes.

m/s n® 2, vol. 36, février 2020

Comment certains agents perturbateurs
endocriniens peuvent-ils causer des défauts
de I’émail ?

Le concept de « perturbateur endocrinien » a vu le jour
au début des années 1990 a la suite de la conférence
de Winspread® [6]. Des chercheurs travaillant dans
deux champs disciplinaires jusqu’alors distincts, I’éco-
toxicologie et I’endocrinologie, ont, au cours de cette
conférence, confronté leurs données et ont ainsi iden-
tifié des molécules capables d’interférer a la fois sur la
santé humaine et sur ’environnement. Le répertoire de
cette famille de molécules perturbatrices reste, encore
aujourd’hui, mal défini et est en constante évolution ; il
fait d’ailleurs I'objet d’une mission confiée a I’Agence
nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation, de
I’environnement et du travail (ANSES), dans le cadre
de la deuxiéme stratégie nationale d’identification des
perturbateurs endocriniens (SNPE2). Il existe néan-
moins plusieurs listes, établies par les organisations
et agences gouvernementales de par le monde (dont
la TEDX List), et publications [7] qui identifient et
regroupent ces molécules dont I'activité et I'impact
en santé restent vivement débattus. D’aprés la défi-
nition de I’Organisation mondiale de la santé (OMS)
datant de 2002 et toujours en vigueur, les perturbateurs
endocriniens (PE) sont des molécules, ou mélanges de
molécules exogénes, qui sont capables d’interférer avec
le systéme endocrinien d’un organisme ou de ses des-
cendants. Les PE peuvent étre naturels (phyto-cestro-
genes, mycotoxines) ou manufacturés (retardateurs
de flamme, filtres ultra-violets, pesticides, conser-
vateurs, plastifiants, etc.). Ils sont largement utilisés
par les industriels de la cosmétique, du médicament,
de I'agro-alimentaire, de I"équipement et, de ce fait,
ils se retrouvent aujourd’hui omniprésents dans notre
environnement quotidien. Les contaminations sont
majoritairement orales, a travers I’alimentation. Bien
que d’usage, de structure et de fonction différents, la
plupart de ces PE présentent des propriétés structu-
rales et biochimiques qui leur permettent de franchir
passivement les membranes des cellules, mais aussi la
barriere placentaire, ce qui justifie les précautions par-
ticulieres a prendre a ’égard des femmes enceintes. Ce
point est d’autant plus important que la plupart de ces
molécules sont prises en charge et inactivées par diffé-

? La conférence de Wingspread dans le Wisconsin a réuni 21 participants du 26 au
28 juillet 1991 ; elle est le fruit du travail de Theodora Colborn. Si le concept de per-
turbateur endocrinien est inventé a Wingspread en 1991, deux publications seront
a Porigine de son développement : un rapport rédigé a la demande du ministere
danois de I’environnement et de I’énergie en 1995 et un livre publié en 1996 par
Theodora Colborn, préfacé par Al Gore, alors vice-président des €tats-Unis, qui aura
un retentissement mondial. https://www.senat.fr/rap/r10-765/r10-76514.html
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Figure 1. Fenétre d’exposition et sélectivité des atteintes de ’émail dentaire. 'exposition a divers facteurs environnementaux peut altérer I'acti-

vité des améloblastes, cellules en charge de la synthese de I’émail, et générer des défauts amélaires irréversibles sur les dents se formant au cours

de cette période d’exposition. Le développement dentaire s’étale de la vie feetale a 4-7 ans apreés la naissance, période de susceptibilité maximale

aux toxiques environnementaux dont ’exposition peut étre déterminante pour I’état de santé chez 'adulte. Les hypominéralisations amélaires

résultantes sont traitées par des matériaux qui peuvent libérer des monomeéres de bisphénols pouvant a leur tour contribuer au développement de

maladies. La dent peut donc servir de marqueur précoce d’exposition a ces agents.

rentes isoformes de UDP-glucuronosyl-transférases (UGT) hépatiques,
des enzymes qui assurent la glucuronoconjugaison des métabolites
endogenes (bilirubine, stéroides) et des xénobiotiques, permettant
leur élimination urinaire [8]. Les PE inhibent I’activité et I’expression
de ces enzymes. €t en raison de son immaturité hépatique, ils sont
éliminés moins efficacement chez le feetus que chez I’adulte [9] et se
concentrent ainsi davantage dans un organisme jeune [8, 10].

Une contamination massive des populations (plus de 90 % des indivi-
dus) a été mise en évidence pour les dizaines de PE les plus répandus
(ou les plus recherchés) [11]. €t de nombreuses études épidémiolo-
giques récentes établissent un lien entre le degré de contamination
des populations et I'incidence de malformations du tractus génital,
de I'obésité, de troubles du comportement, de certains cancers hor-
mono-dépendants (pour ne citer que les études les plus fréquentes)
[5]. Uexposition aux PE constitue d’ailleurs la principale hypothése
expliquant Iinquiétante baisse de fertilité masculine a I'échelle
mondiale. Leur activité n’est plus discutée aujourd’hui dans la com-
munauté scientifique et médicale ; elle a été largement démontrée
expérimentalement. Les enjeux actuels visent a établir précisément les
liens entre les résultats obtenus expérimentalement sur I’animal et les
données épidémiologiques, et portent sur 'impact sanitaire des com-
binaisons de PE lorsqu’ils sont utilisés & faibles doses (effet cocktail).
Parmi les 1 491 molécules présentant une activité de PE (référencées
dans la TEDX List de Juin 2019), le bisphénol A (BPA) apparait comme
exemplaire, tant il a été étudié dans diverses conditions expérimen-
tales et cliniques. C’est d’ailleurs une des seules molécules manu-
facturées non médicamenteuses classée par I’Autorité européenne
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de sécurité alimentaire (EFSA) comme un PE avéré
pour la santé (en 2017) et I’environnement (en 2018).
De nombreuses données expérimentales obtenues chez
le rongeur permettent d’identifier les conséquences
pathologiques liées a I’exposition au BPA, consé-
quences sans doute identiques chez I’homme. Ainsi,
chez le rat, les défauts de I"émail d’animaux exposés
au BPA a faible dose durant la vie feetale présentent
de nombreuses similarités avec I"émail des enfants
présentant une hypominéralisation des molaires et
incisives (MIH) [12], une pathologie de I’émail décrite
seulement en 2001 [13] et dont les facteurs étiolo-
giques demeurent encore obscurs [14]. Dans cette
pathologie, les dents atteintes présentent des opaci-
tés localisées reflétant une hypominéralisation dont
la sévérité peut étre évaluée : les dents se dévelop-
pant les premiéres sont atteintes préférentiellement,
I’émail est poreux et capable d’accumuler de I’albu-
mine (Figure 1). Les PE dont I'activité est similaire a
celle du BPA s’averent donc des candidats intéres-
sants comme facteurs potentiellement aptes a géné-
rer une MIH. Des études confortent cette hypotheése,
notamment celles montrant des hypominéralisations
de I’émail consécutives a I’exposition chronique de
rongeurs @ la vinclozoline, la génistéine, les phta-
lates ou la dioxine (Figure 1) [15, 161, ou associant
hypominéralisations de I’émail et contaminations par
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la dioxine et par les polychlorobiphényles (PCB) chez I’lhomme [16,
17]. La comparaison des défauts dentaires obtenus aprés exposition
a ces différents PE révele des caractéristiques physiopathologiques
qui leur sont spécifiques, suggérant un mode d’action et des cibles
cellulaires et moléculaires propres a chaque P€ ou a chaque mélange
de PE. Ces différences posent ainsi des questions quant a I’hétéro-
généité des MIH : cette pathologie pourrait, en fait, regrouper des
anomalies de I’émail différentes, affectant une variété de dents plus
étendue que celle proposée initialement [18]. Cette hétérogénéité
pourrait avoir pour origine des combinaisons variables d’exposi-
tions aux agents causaux, regroupant non seulement des PE mais
aussi, possiblement, des antibiotiques et des médicaments dans un
contexte environnemental et génétique particulier, encore inconnu,
et qui favoriserait "action de ces molécules [14, 19].

Les améloblastes expriment la plupart des récepteurs des hormones
stéroidiennes [20], ceux-1a méme qui sont impliqués dans les effets
physiopathologiques des PE. D’ailleurs, la synthese de I"émail est
modulée par les androgénes [21] et par la vitamine D [22]. Les réti-
noides, métabolites de la vitamine A, ont également été impliqués
dans la régulation de I’amélogenése [23]. Il a en effet été montré que
des souris exposées durant la vie feetale a un excés d’acide rétinoique
présentaient une quantité d’émail dentaire réduite et un os tres altéré.
La compréhension des mécanismes d’action de ces molécules pertur-
batrices devrait permettre de mettre fin a la controverse qui oppose
chercheurs, industriels, politiques et agences sanitaires en raison
d’enjeux économiques et idéologiques contradictoires [24]. €n atten-
dant un éclairage objectif, les colts de santé en lien avec les maladies
associées a I'exposition a ces PE ont été évalués [25] : la seule exposi-
tion prénatale au BPA a été identifiée comme associée probablement a
42 400 cas d’obésité de I’enfant en Europe, avec un colit global estimé
a 1,54 milliard d’euros.

La cavité orale siége d’un cercle vicieux

Certains matériaux dentaires couramment utilisés en dentisterie
conservatrice et pour des traitements orthodontiques libérent des
monomeres de BPA (Figure 1) [26]. Une prise de conscience des chirur-
giens-dentistes demandant aux fabricants la liste des constituants
des matériaux qu’ils utilisaient, a conduit ces derniers a rechercher de
nouvelles formulations et procédures d’utilisation tendant a réduire la
quantité de monomeres de BPA potentiellement libérés. Aucun de ces
biomatériaux ne renferme de BPA a I’état pur, mais la plupart d’entre
eux sont synthétisés a partir de monomeéres qui sont dérivés du BPA, ou
a partir d’autres monomeéres pouvant présenter une cytotoxicité [27].
Il est donc indispensable de connafitre la composition et de maftriser
les protocoles d’utilisation de ces matériaux qui sont couramment
employés pour le traitement des caries, notamment dans le cas de MIH,
afin de briser un cercle vicieux pouvant s’installer entre exposition du
patient et traitement de ses maladies qui sont elles-mémes associées
a cette exposition, d’autant que ces molécules peuvent présenter des
activités non monotones, avec des effets importants a trés faibles
doses [28], et passer la barriére sublinguale [29].
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La découverte du passage sublingual du BPA chez le
chien interroge en effet sur I'impact chronique de ce
contaminant, utilisé a faibles doses, sur la cavité buc-
cale. Elle met en évidence une possible contamination
systémique a d’autres tissus cibles, via la circulation
sanguine [5]. Ce passage sublingual peut ainsi se pro-
duire chez les individus qui ont été soignés pour des
caries depuis plusieurs années avec des composites
dentaires qui étaient moins contrdlés qu’aujourd’hui et
manipulés selon des procédures moins bien identifiées
qu’a I’heure actuelle. Ce possible passage dans la circu-
lation sanguine pourrait expliquer les taux circulants de
BPA qui s’averent bien supérieurs aux valeurs prédites
en fonction des données moyennes de contaminations
et de I'intense métabolisation du BPA en BPA glucuro-
nide par le foie. La clairance du BPA reste néanmoins
importante chez I’homme : on estime que moins de
0,5 % de la quantité ingérée accéde a la circulation
sanguine générale sous forme active. Mais ce pourcen-
tage atteint prés de 60 % pour le bisphénol S (BPS), un
des substituts du BPA, en raison d’une absorption intes-
tinale plus importante et surtout d’un métabolisme
hépatique plus modéré [30]. La substitution du BPA par
le BPS est donc préoccupante : elle risque d’accroftre
encore I’exposition interne des individus. Il est donc
nécessaire de connaitre les mécanismes d’action de ces
molécules de substitution proposées par les industriels
afin d’appréhender leurs possibles effets sur la santé.

Le fluor : des effets bénéfiques et des effets
secondaires

Le fluor est I'une des molécules en contact chronique
avec la cavité buccale. Capable de (re)minéraliser
I’émail en surface et d’inhiber les énolases bactériennes
a lorigine des caries, il est, de ce fait, couramment uti-
lisé pour prévenir ces dommages. Pourtant, I"exposition
a un exces de fluor peut conduire au développement
de fluoroses dentaires et osseuses, des pathologies
qui avaient été identifiées dés la premiere moitié du
XX¢siecle [31]. La fluorose dentaire est, comme la
MIH, une pathologie du développement de I’émail, qui,
comme cette derniere, provoque des tdches opaques
blanchdtres a brundtres, ce qui peut, dans certains
cas, poser des problemes de diagnostic entre les deux
pathologies. La fluorose touche moins de 3 % des
enfants en France, mais prées de 200 millions de per-
sonnes dans le monde, réparties dans 25 pays [32]. La
dose de fluor prophylactique est évaluée a 0,05 mg/
kg/j. Mais une dose supérieure a 0,1 mg/kg/j expose a
un risque de fluorose. Or, il est fréquent que la teneur
en fluor de I’eau de boisson, notamment certaines eaux



minérales, soit comprise entre 0,3 a 0,5 mg par litre, des doses suscep-
tibles d’induire une fluorose.

€n plus de ses propriétés extracellulaires qui sont bien documentées,
des données récentes rapportent des effets intracellulaires du fluor,
avec la modulation d’expression de génes dans I’épithélium dentaire,
mais aussi dans d’autres tissus (Figure 1). Uexposition au fluor a ainsi
été associée a des effets dépassant le cadre buccal et les tissus miné-
ralisés, dont des effets neurotoxiques et une diminution du quotient
intellectuel [33, 34], des perturbations de I’axe androgénique [35] (le
fluor est répertorié comme un PE dans la TEDX List), et une augmenta-
tion des processus inflammatoires [36]. Limplication des récepteurs
des hormones stéroidiennes (progestérone et androgénes) dans les
mécanismes d’action du fluor sur les améloblastes [37] laisse ainsi
suspecter de fortes interactions entre fluor et PE. D’ailleurs, le fluor
et le BPA peuvent avoir des effets complémentaires et additionnels
comme perturbateurs de I’amélogénése [38]. Ceci pourrait expliquer
I’accroissement de la sensibilité au fluor et une augmentation des
fluoroses dans la population [39]. Le fluor réduit également la capa-
cité des cellules a stocker le fer, en diminuant notamment la quantité
de chafnes lourdes de ferritine [40]. Cette action sur le stockage du fer
peut avoir de nombreuses conséquences sur les processus cellulaires
qui impliquent, tels que le stress oxydant et la prolifération cellu-
laire. ensemble de ces données amene a reconsidérer la nécessité de
supplémenter les individus en fluor en tenant compte de I’évolution
des modes de vie et de "acces a des aliments naturellement riches en
fluor (le thé par exemple).

Conclusion

Les défauts dentaires résultant d’expositions a des agents environne-
mentaux pourraient étre utilisés comme marqueurs précoces d’expo-
sition, voire marqueurs de pronostic de maladies associées a ces
expositions et diagnostiquées plus tard, souvent durant la vie adulte,
alors que les défauts dentaires sont observés dés I’enfance au moment
de I’éruption dentaire. En effet, I’émail des dents temporaires est syn-
thétisé depuis la vie feetale et celui des dents permanentes, depuis la
naissance jusqu’da I'adolescence. On sait par ailleurs que les conditions
périnatales sont déterminantes pour la santé du futur adulte. U'émail
dentaire pourrait donc en étre le reflet trés précoce. ¢

SUMMARY

Oral cavity as a target and a marker of environmental exposures:
developmental dental defects

The oral cavity is one of the main route for environmental contami-
nations associated to many chronic diseases (cancers, fertility and
behavior disorders for example) via alimentation, medications and res-
piration. These environmental factors including, among others, endo-
crine disruptors and excessive fluoride can disrupt dental development
and thus generate irreversible enamel defects. These defects are then
treated with materials that may release molecules capable of genera-
ting these defects, leading to a vicious circle, particularly in pregnant
women and young children. The present paper aims to review the state
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of knowledge, questions and controversies on common
environmental factors in contact with the oral cavity.
It also reviews their mechanisms of action and the
mediators involved in enamel pathologies associated
with environmental conditions. Dental tissues can not
only be targeted by environmental factors but can also
serve as early and easily accessible markers of exposure
to these agents. Understanding and characterizing the
environmental impact in the oral cavity will help to pre-
vent multiple diseases, oral and distant, whose link with
oral homeostasis is just being explored. ¢

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les don-
nées publiées dans cet article.
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> La cavité buccale est I'une des voies majeures
des contaminations environnementales connues
pour étre impliquées dans de nombreuses mala-
dies chroniques via 'alimentation, les médica-
tions ou méme la respiration. D’autres facteurs
peuvent également influer sur I’environnement
oral, certains endogenes, comme le microbiote,
les variations hormonales, la salive, d’autres
exogénes, comme les biomatériaux dentaires et
les agents pathogénes. Cette synthese fait le
point sur I’état des connaissances, les ques-
tions et controverses sur les facteurs environ-
nementaux courants au contact de la sphere
orale impliqués dans les maladies de la cavité
orale diagnostiquées chez I’adulte telles que les
cancers des voies aéro-digestives supérieures,
les ostéonécroses des madchoires, et les paro-
dontites, ces dernieres pouvant d’ailleurs étre
directement liées a des pathologies systémiques
comme les accidents vasculaires cérébraux, la
maladie d’Alzheimer ou la maladie de Crohn
notamment. La caractérisation des impacts envi-
ronnementaux sur le microbiote oral, la salive,
I’émail dentaire peut servir de marqueur pronos-
tic précoce des maladies diagnostiquées ulté-
rieurement, en lien avec ces expositions. <

Les cancers des voies aérodigestives supérieures

Avec environ 16900 cas incidents et 4880 déces en
2018 en France, les cancers des voies aérodigestives
supérieures (VADS) représentent un vrai enjeu de santé
publique. Si la majorité de ces cancers (environ 80 %)
est due a des habitudes de vie (tabac, alcool, alimen-
tation déséquilibrée, comportements sexuels & risque'
[1], le rdle des expositions environnementales (y
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! Rapports non protégés, partenaires multiples.

m/s n® 2, vol. 36, février 2020
https://doi.org/10.1051/medsci/2020025

La sphere orale,
cible et marqueur
de ’exposition
environnementale

I1. Maladies
diagnostiquées
chez Yadulte

Sylvie Babajko!, Géraldine Lescaille?,

Loredana Radoi®, Ai Thu Bui!, Vanessa Baaroun®,

Emile Boyer®, Sandrine Delbosc®, Hélene Chardin’,

Robert Barouki®, Xavier Coumoul®

compris en milieu professionnel) est
moins bien connu. Parmi les nom-
breux agents physiques, chimiques
ou biologiques présents dans I’envi-
ronnement quotidien et profession-
nel, le role de certains d’entre eux
dans la cancérogenese des VADS est
avéré : rayonnements ultraviolets
pour la lévre, radiations ionisantes
pour les glandes salivaires, amiante
et brouillards d’acides minéraux forts
pour le larynx, formaldéhyde et virus
d’Epstein-Barr pour le nasopharynx,
et papillomavirus humain de type 16
pour "oropharynx [2]. La vaccination
préventive contre les papillomavirus
fait actuellement ses preuves, non
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seulement contre les cancers génitaux concernés mais aussi contre les

cancers des VADS [3,4].

Les cancers de I'oropharynx sont cependant en augmentation au

niveau mondial, avec une population émergente de patients jeunes
de moins de 50 ans, dont certains se révelent ni alcooliques, ni taba-

giques, ni infectés par le papillomavirus [5]. La compréhension de
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I"impact des expositions environnementales, notamment profession-
nelles, permettrait de prévenir un nombre important de cancers des
VADS. Une augmentation de la prévalence en lien avec 'environne-
ment, notamment chez les sujets jeunes, a été rapportée pour d’autres
pathologies chroniques, telles que le diabete de type 2, la maladie
de Crohn (une maladie inflammatoire du tube digestif) et certains
cancers. ’augmentation de I'incidence de nombreux cancers (dont les
cancers oraux) chez les jeunes (et notamment chez les femmes entre
25 et 39 ans) au cours des derniers décennies ne peut pas s’expliquer
que par des facteurs génétiques. Elle pourrait en effet Etre liée a
I’évolution des conditions environnementales et des habitudes de vie
(incluant "exposition a des carcinogénes environnementaux, I’alimen-
tation, I"obésité) et certains agents infectieux [6].

Biphosphonates et ostéonécroses des mdchoires ?

Certains agents médicamenteux peuvent avoir des effets secondaires
indésirables sur la sphere orale. Parmi ceux-ci, les biphosphonates
présentent des effets trés discutés et sans doute spécifiques a la
sphere orale (Figure 1). Les biphosphonates sont utilisés dans la pré-
vention de I'ostéoporose, mais certains de leurs effets secondaires sur
I’ostéonécrose des mdachoires, décrits en 2003 pour la premiere fois
[7]1, ont conduit a débattre de leur utilisation. Ces événements rares
peuvent en fait survenir indépendamment de la prise de ces médica-
ments, mais ils semblent plus fréquents chez les femmes traitées, en
particulier chez celles subissant une intervention orale, telle qu’une
extraction dentaire [8, 9]. Des publications récentes montrent les
effets cellulaires des différents biphosphonates également utilisés
dans la thérapie des cancers du sein, de la prostate, des lymphomes
et des ostéosarcomes notamment [10], et apportent un éclairage
nouveau sur leur possible implication dans les effets secondaires
observés. Ces effets secondaires sur I'ostéonécrose des mdchoires
semblent associés a des activités anti-angiogéniques de ces molé-
cules via la voie de signalisation induite par le PDGF (platelet-derived
growth factor) [11]. Reste & comprendre pourquoi I’os des mdchoires
est spécifiquement ciblé et non d’autres os des squelettes axial et
appendiculaire?.

Le microbiote oral a I’origine de certaines pathologies ?

L'impact environnemental sur la santé repose sur I'implication de cibles
moléculaires jouant le role de médiateurs directs ou indirects des agents
environnementaux a I'origine des perturbations que I’on observe. Ces
médiateurs peuvent étre des récepteurs d’hormones, de neurotransmet-
teurs ou de facteurs de croissance, des canaux ioniques, qui stimulent
les cellules afin qu’elles s’adaptent aux conditions auxquelles elles sont
confrontées. Un élément constitutif de la cavité buccale, en plus des
cellules et des tissus la constituant, est le microbiote oral (Figure 1).
Il s’agit d’une communauté de bactéries riche et diversifiée comp-
tant plus de 1500 espeéces identifiées a ce jour. C’est un constituant

? Squelette constitué des os des membres.
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majeur de la santé bucco-dentaire. Le microbiote oral
est propre a chaque individu, puisqu’on dénombre 250
a 300 especes de bactéries par individu qui colonisent
les surfaces muqueuses de la bouche (langue, gencive,
palais) ou minéralisées (surface amélaire), a I'interface
entre la dent et le parodonte, ou dans la salive, que ce
soit dans un état sain ou pathologique. Moins de 5%
des bactéries de ce microbiote oral identifiées a ce jour
s’avérent pathogeénes [12], mais leur proportion par rap-
port aux bactéries associées a un état sain constitue une
signature des parodontites [13]. Aujourd’hui, les états
de déséquilibres entre I’hote et son microbiote buccal a
I’origine des maladies carieuse et parodontale sont de
mieux en mieux caractérisés. Cependant, s’il est admis
que le réservoir bactérien que constitue la cavité buc-
cale représente une source d’infections pour des tissus
distants, le role du microbiote buccal dans ces affections
a distance reste discuté. Les populations bactériennes
buccales, leurs métabolites et leurs facteurs de virulence,
sont susceptibles d’entrainer une inflammation locale,
dont la chronicité aboutit a une réponse immunitaire qui
pourra exacerber, a distance, une pathologie d’organe.
Inflammation, réponse immunitaire et microbiote se
rejoignent ainsi dans un cercle vicieux. Les maladies
parodontales, associées a une charge bactérienne impor-
tante et a une défaillance du systeme immunitaire, sont
ainsi des facteurs de comorbidité de différentes maladies
d’organes, comme les maladies pulmonaires et rénales.
Elles ont également été associées a la polyarthrite rhu-
matoide, a la maladie d’Alzheimer, a la maladie de Crohn
et aux maladies cardio-vasculaires.

Un nombre croissant d’études cliniques suggere que
la maladie parodontale aggrave également I'issue des
accidents vasculaires cérébraux (AVC) [14, 15]. Cepen-
dant, les mécanismes sous-jacents restent mal connus.
Les saignements gingivaux répétitifs caractéristiques
de cette maladie entrainent une bactériémie retrouvée
fréquemment, bien que cliniquement silencieuse, avec
I’entrée de pathogenes parodontaux, tels que Porphy-
romonas gingivalis, dans la circulation sanguine. Lors
de la restauration du flux sanguin, ou reperfusion, dans
le cerveau ischémique a I'issue d’un AVC, la présence
de cette bactérie dans la circulation pourrait perturber
les fonctions cellulaires impliquées dans les processus
de réparation du cerveau, notamment a cause des pro-
téases produites par la bactérie, les gingipaines, dont
on sait qu’elles sont capables de provoquer la protéo-
lyse de certains récepteurs immunorégulateurs présents
a la surface des cellules immunitaires et de certaines
cellules stromales, ce qui pourrait affecter la récupé-
ration de I’AVC chez les patients atteints de maladie
parodontale [16].
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Figure 1. Les tissus de la sphére orale a la fois cibles et marqueurs d’exposition aux facteurs environnementaux. De nombreux facteurs environ-

nementaux, dont des perturbateurs endocriniens et le fluor en exces, présents dans I’alimentation ou libérés par certains matériaux dentaires,

peuvent irréversiblement altérer le développement de I’émail. De méme, I"exposition chronique aux facteurs environnementaux identifiés (biphos-

phonates) ou supposés (HAP, perturbateurs endocriniens, etc.) peut conduire a des maladies de la cavité buccale (ostéonécroses, cancers, mala-

dies dentaires, parodontites, etc.). La composition de la salive et celle du microbiote oral pourraient s’en trouver modifiées. Or, certains éléments

pathogenes (Porphyromonas gingivalis) ont été associés a de multiples pathologies d’organe (AVC, maladie de Crohn, etc.). Compte tenu des

caractéristiques spécifiques de I’émail et de la salive, les défauts dentaires et salivaires résultant de I’exposition aux toxiques environnementaux

peuvent servir de marqueur de santé.

La cavité buccale marqueur d’exposition environnementale ?

Les maladies dentaires du développement (MIH® et fluoroses) et
post—éruptives (dont la curie) sont extrémement
fréquentes [17,25] (=P). €lles résultent pour la
trés large majorité d’entre elles d’expositions a des

(=») Voir la Partie 1
page 225

de ce numéro
agents environnementaux altérant I’émail [18-20], et a de mauvaises
habitudes de vie (Figure 1). Ces altérations irréversibles qui sont des
marqueurs de santé générale, pourraient étre utilisées comme mar-
queurs précoces d’exposition, voire comme des marqueurs de pronostic
de maladies qui y sont associées et qui sont diagnostiquées tardive-
ment [21].

La salive est un autre constituant de la cavité buccale qui fait I'ob-
jet d’un intérét croissant en tant que biomarqueur de santé. C’est
un fluide biologique facile d’acces qui pourrait étre utilisé comme
substitut aux préléevements sanguins, car moins invasif. La salive est
constituée des produits de secrétion des glandes salivaires (fac-
teurs de croissance, hormones notamment) et du fluide gingival,
dont la composition est semblable a celle du plasma. Lutilisation

¥ Hypominéalisation des molaires et des incisives.
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de ce fluide buccal comme outil de diagnostic sus-
cite donc un grand engouement. D’une part, le suivi
de marqueurs biologiques, par ailleurs identifiés,
pourrait permettre d’évaluer la réponse immunitaire
muqueuse (secrétion d’immunoglobulines A [IgA],
par exemple) avec un intérét en allergologie notam-
ment [22]. D’autre part, le développement de la
métabolomique salivaire pourrait aider a identifier
de nouveaux biomarqueurs comme outils de diagnos-
tic. Cette approche est d’ailleurs explorée dans le
cadre du cancer du sein [23] ou de cancers affectant
directement la sphére orale, tels que les cancers des
VADS [24].

Conclusion

Les tissus de la sphére orale, qu’ils soient minéralisés
ou non, peuvent étre la cible de multiples facteurs
environnementaux dont I’exposition chronique peut
conduire a un état pathologique. La compréhension et
la caractérisation de 'impact environnemental dans la
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sphére orale aidera a prévenir de multiples maladies non seulement de
la cavité orale, mais également des maladies plus éloignées dont le
lien avec la cavité orale n’a été établi que récemment. ¢

SUMMARY

Oral cavity as a target and a marker of environmental exposures:
diseases diagnosed during adulthood

The oral cavity is one of the main route for environmental contamina-
tions associated to many chronic diseases via alimentation, medica-
tions and respiration. Other factors may also impact the oral environ-
ment, some of them are endogenous, like microbiota, hormones and
saliva, and others are exogenous, like dental materials and pathogens.
The present report aims to review the state of knowledge, questions
and controversies on common environmental factors in contact with
the oral cavity involved in oral diseases of adults such as oral carci-
nomas, jaw osteonecrosis and parodontitis, the last being associated
with systemic diseases such as ischemic stroke, Alzheimer’s and Crohn’s
diseases. The characterization of environmental impact on oral micro-
biota, saliva, tooth enamel may be used as early marker of diseases
resulting from these exposures and diagnosed later. ¢

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans
cet article.
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> Les syndromes de surcroissance sont un groupe
de pathologies caractérisées par une croissance
excessive généralisée ou segmentaire. Les syn-
dromes de surcroissance segmentaires sont
principalement dus a des anomalies génétiques
apparaissant durant I’embryogenese et abou-
tissant a un mosaicisme. Le nombre de patients
atteints d’un syndrome de surcroissance avec
une mutation identifiée a fortement augmenté
grace a des avancées récentes en génétique
moléculaire, en utilisant le séquencage de nou-
velle génération (NGS). Cette revue détaille les
différents syndromes de surcroissance segmen-
taire ainsi que les voies moléculaires impliquées
et les options thérapeutiques envisageables. <

La régulation de la croissance tissulaire

La croissance d’un individu est un phénoméne extré-
mement complexe qui nécessite d’étre finement régulé.
Elle peut étre influencée par de nombreux facteurs tels
que ’environnement ou les déterminants génétiques.
Au niveau des tissus, la croissance est régulée par des
hormones et des facteurs de croissance qui vont acti-
ver, a la membrane des cellules, des voies de signalisa-
tion intracellulaire [1]. La croissance peut se décom-
poser en plusieurs étapes. Tout d’abord, un effecteur
moléculaire est produit (souvent une hormone ou un
facteur de croissance) et libéré. Celui-ci va ensuite se
lier a son récepteur spécifique a la surface cellulaire
et déclencher la production de seconds messagers qui
vont activer une cascade de signalisation permettant la
transmission de "information dans le noyau. €nfin, les
différentes protéines permettant la régulation des voies
de différenciation, de croissance et de prolifération
cellulaire sont produites.

Mosaicisme et surcroissance

Les syndromes de surcroissance segmentaire sont liés a
un phénomene appelé mosaicisme segmentaire. Celui-ci
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se produit lorsqu’une cellule acquiert une mutation durant I’embryo-
geneése, aprés la fécondation, qui va affecter la régulation de la
croissance tissulaire [2]. Les cellules, présentant ou non la mutation,
continuent de se diviser durant le développement de ’embryon afin de
former les différents organes et tissus de I’organisme. Ce phénomene
aboutira a la formation d’un individu possédant deux populations
cellulaires génétiquement distinctes, chez lequel la pathologie liée a
la mutation n’affectera que certaines parties du corps (Figure 1). Ce
mécanisme est appelé mosaicisme segmentaire de type 1 [3]. Il existe
un second type de mosaicisme segmentaire. Le mosaicisme segmen-
taire de type 2 correspond, lui, @ un organisme portant une mutation
post-zygotique, secondaire a un alléle muté hérité d’un parent hété-
rozygote. Il en résulte un individu présentant une mutation bi-allélique
dans un certain nombre de cellules (Figure 1). Si la mutation hétéro-
zygote est a ’origine d’une pathologie, le mosaicisme segmentaire
entrainera alors une aggravation localisée des symptomes.

La surcroissance peut étre due soit @ un accroissement de la taille
des cellules (ou hypertrophie cellulaire), soit & une augmentation de
la prolifération cellulaire (ou hyperplasie). La gravité des symptomes
dépend en fait du géne qui porte la mutation et de son importance
dans les voies de signalisation impliquées dans la régulation de la
croissance, de la survie et/ou de la prolifération cellulaires. Les
atteintes cliniques dépendent donc de I'impact de la mutation sur la
fonction de la protéine atteinte, mais aussi de la localisation et de la
temporalité de 'apparition post-zygotique de cette mutation : plus
la mutation apparait tardivement au cours de ’embryogénese, plus le
niveau de mosaicisme sera faible, mais cela n’est pas toujours corrélé
a la gravité du phénotype.
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Syndrome d’hypercroissance
segmentaire de type 1

/'
ﬂ .

Syndrome d’hypercroissance
segmentaire de type 2

W{@‘M

Ovocyte porteur d’une premiére mutation
héritée (de la mére dans cet exemple)

Figure 1. Mécanismes aboutissant au syndrome d’hypercroissance segmentaire. Le mosaicisme peut avoir comme origine de deux mécanismes. Le

mosaicisme segmentaire de type 1 est issu d’'une mutation qui survient pendant le développement embryonnaire dans une cellule et qui se trans-

met a la lignée cellulaire issue de cette cellule mere. Le mosaicisme segmentaire de type 2 provient d’une mutation post-zygotique secondaire a

un alléle muté hérité d’un parent hétérozygote (d’un spermatozoide ou d’un ovocyte porteur de la premiére mutation).

Les récentes avancées technologiques dans le domaine du séquengage
de génome entier ont permis le développement de nouveaux outils et
techniques qui permettent dorénavant d’étudier le mosaicisme dans
de nombreux tissus avec plus de précision. Le diagnostic et la détec-
tion de mutations n’affectant que certaines cellules de I"organisme
peut s’avérer particulierement difficile. Une mutation peut égale-
ment ne pas étre retrouvée dans les échantillons sanguins qui sont
traditionnellement utilisés dans les méthodes de séquencage. Les
techniques plus récentes, comme le séquengage de nouvelle géné-
ration (NGS, ou séquencage haut débit) ou le séquencage de cellule
unique, permettent désormais de détecter des niveaux de mosaicisme
tres faibles, jusqu’a 1 %, et un certain nombre de génes et de voies de
signalisation impliqués dans les syndromes de surcroissance segmen-
taire ont ainsi pu étre identifiés.

La voie des PI3-kinases

La voie de signalisation des PI3-kinases (phosphoinositide 3-kinases,
PI3K) est une des principales voies qui participe & la régulation de la
croissance cellulaire. Ces kinases transmettent les signaux provenant
de nombreux récepteurs exprimés par la cellule, comme les récepteurs
a tyrosine kinase (RTK) ou les récepteurs couplés aux protéines G
(GPCR).

Les PI3-kinases constituent une vaste famille d’enzymes qui ont
pour role la phosphorylation des phospholipides membranaires, ou
phosphoinositides, au niveau de I'inositol. Chez ’homme, la famille
des PI3-kinases est composée de huit membres qui sont regroupés en
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trois classes selon leur structure, leur régulation et leur
substrat : la classe | (composées de deux sous-familles
la et Ib), la classe Il et la classe I11.

La premiére PI3-Kinase qui a été identifiée il y a plus
de 30 ans par L. Cantley et ses collaborateurs, est la
PI3-Kinase de classe la [4]. €lle est activée par Pinsu-
line et d’autres facteurs de croissance. Elle catalyse la
conversion du phosphatidylinisotol (3,4)-bisphosphate
(PIP2) en phosphatidylinisotol (3,4,5)-triphosphate
(PIP3). Les niveaux de ces seconds messagers lipidiques
sont, en fait, strictement contrdlés par un équilibre
établi entre les PI3-kinases, qui  (5) yoirla Synthese de
J. Viaud et B. Payrastre,
m/s n° 11, novembre 2015,

page 996

les synthétisent, et les phos-
phatases, qui les hydrolysent de
facon spécifique [5] (=P).

L'un des principaux régulateurs négatifs de cette voie
est la phosphatase PTEN (phosphatase and TENsin
homolog) qui déphosphoryle le PIP3.

Le PIP3 joue un rdle important dans la signalisation
cellulaire. Il permet le recrutement a la membrane de
la cellule de nombreuses protéines, toutes présentant
un motif particulier : le domaine PH (Pleckstrin homo-
logy). Parmi ces protéines, I'une des plus étudiées est
la sérine/thréonine kinase AKT (ou protéine kinase B).
La liaison d’AKT au PIP3 entraine la phosphorylation au
niveau de la thréonine en position 308 (Thr308) de la
protéine par une autre kinase, la phosphatidylinositol



3-dependent kinase 1 (PDK1), puis la phosphorylation sur la sérine en
position 473 (Ser473) par mTORC2 (mechanistic target of rapamycin
complex 2). Ainsi activée, AKT favorise la prolifération, la taille et
la survie de la cellule, notamment via mTOR. L'importance de cette
signalisation est soulignée par le fait que des mutations activatrices
de genes impliqués dans cette voie, sont responsables de nombreuses
pathologies humaines. De telles altérations sont en effet retrouvées
dans de multiples cancers (25 a 40 % des cancers du sein, 30 % des
cancers colorectaux). Certaines de ces mutations ont été identifiées,
en 2012, dans des cas d’hypertrophie segmentaire non cancéreuse.
Ces mutations apparaissent a un stade post-zygotique, durant le
développement embryonnaire, et sont a I’origine de syndromes dits en
mosaique.

Les syndromes de surcroissance liés au géne PIK3CA

Dans la plupart des cas ol une mutation a été identifiée, les syndromes
de surcroissance segmentaires sont liés a des mutations affectant des
génes codant différents acteurs de la voie PI3K-AKT-mTOR (Figure 2).
Il est probable que des mutations germinales fortement activatrices
de ces genes soient majoritairement létales ; il n'existe en effet que
de trés rares cas répertoriés de mutations activatrices germinales
touchant les génes PIK3CA et AKTI [6]

Lors d’une conférence de consensus organisé par les National Insti-
tutes of Health (NIH) en 2014, les syndromes de surcroissance associés
a des mutations du gene PIK3CA ont été regroupées dans une entité
appelée PROS (PIK3CA-Related Overgrowth Spectrum) [7]. Au cours
de cette conférence, I’étude de 35 patients présentant des syndromes
d’hypertrophie et des activations mosaiques du géne PIK3CA a en effet
permis de regrouper un large spectre de syndromes déja cliniquement
décrits dans cette entité. Sous le terme syndrome de PROS ont ainsi été
rassemblées plusieurs pathologies : le FAO (fibroadipiose overgrowth),
la HHML (hemihyperplasia-multiple lipomatosis), la DMEG (dysplatic
megalencephaly), le MCAP (megalencephaly-capillary malformation),
le CLOVES (congenital lipomatous asymetric overgrowth of the trunk
with lymphatic, capillary, venous, and combined-type vascular mal-
formations, epidermal naevi, scoliosis/skeletal and spinal anomalies,
OMIM! #613089) et, plus récemment, le syndrome K-T (ou Klippel-Tre-
naunay, OMIM #149000) qui a été inclus en 2016. Il s’agit donc d’une
entité regroupant des patients présentant des phénotypes tres divers
et de gravité extrémement variable, allant d’une simple macrodactylie
isolée aux symptomes plus séveres retrouvés chez les patients CLOVES
(scoliose, malformations vasculaires, malformations lipomateuses,
etc.), ce qui contribue a la difficulté du diagnostic. La variabilité de la
gravité des symptomes retrouvés dans le syndrome de PROS ne semble
pas dépendre du type de la mutation. Elle ne parait pas non plus étre
corrélée au pourcentage de mosaicisme des patients. Elle s’avére
plutdt liée au contexte cellulaire et temporel dans lequel la mutation
apparait.

! Online Mendelian Inheritance in Man : base de données répertoriant les génes et phénotypes associés.
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Le gene PIK3CA, localisé sur le chromosome 3 a la posi-
tion q26.32, code la sous-unité catalytique pl10a de la
PI3-kinase de classe la. Cette kinase est constituée de
deux sous-unités : la sous-unité catalytique p110 (v,
[, ou 8) et une sous-unité régulatrice, p85 o ou 3, ou
des variants appelés p50 oL ou p55 3 ouy. La sous-unité
pll0o comporte 5 domaines protéiques : le domaine
adaptateur de liaison (domaine ABD), le domaine de
liagison a la protéine Ras (domaine RBD), le domaine (2,
le domaine hélicoidal et le domaine kinase. Les inte-
ractions entre les domaines ABD, C2, hélicoidal, kinase
et les différents domaines de la sous-unité régulatrice
permettent de moduler I’activité de la pl10a. Jusqu'a
présent, une trentaine de mutations activatrices du
géne PIK3CA ont été rapportées dans le syndrome de
PROS. Elles sont disséminées sur toute la longueur
du gene. On retrouve en particulier des mutations du
glutamate 545 (Glu545), au niveau du domaine héli-
coidal, et de I’histidine 1047 (His1047), proche du site
catalytique, qui sont part ailleurs des sites « hotspots »
de mutations dans de nombreux cancers. Mais étonne-
ment, les patients présentant un syndrome de PROS ne
semblent pas étre prédisposés a I'apparition de can-
cers. Ceci pourrait étre dii a des différences de tissus
affectés par la mutation dans les deux pathologies. €n
effet, les patients PROS sont particulierement affec-
tés au niveau de tissus issus de I’ectoderme (systéme
nerveux, peau, etc.) et du mésoderme (muscle, derme,
tissus adipeux, etc.) et on retrouve peu d’altérations
génétiques dans les tissus issus de I"endoderme, qui
sont eux principalement affectés par les cancers asso-
ciés a des mutations de PIK3CA.

Jusqu’a récemment, il n'existait aucun modéle animal
pour comprendre précisément la physiopathologie du
syndrome de PROS. Plusieurs approches ont été suivies
par différentes équipes afin de développer un modéle
chez la souris. U'induction ubiquitaire de la mutation de
PIK3CA, touchant Phistidine 1047 (H1047R) de la sous-
unité pl10a., aux jours embryonnaire €9.5-10.5 entraine
la mort de I’animal in utero [8]. Son induction spéci-
fique dans certains tissus ou feuillets au cours de I'em-
bryogenése a été testée dans le mésoderme [9], dans
les cellules endothéliales [9-11] et dans les cellules
neurales [12], et les surexpressions qui en résultent ont
permis de retrouver certains phénotypes du syndrome
tels que des malformations vasculaires ou I"augmen-
tation de la taille du cerveau. La mutation H1047R,
induite de maniére ubiquitaire ou sous tamoxifene,
entrafne une augmentation de poids avec une organo-
mégalie, une hypoglycémie, une augmentation générale
de la vascularisation, ainsi qu’une mortalité précoce
[13]. Ces différentes approches ont donc permis de
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Syndrome de PROS
(PIK3CA)

- CLOVES

- MCAP

- FAO/HHML

- DMEG/HME

Syndrome de SOLAMEN (PTEN)

Syndrome de Protée (AKTI)
MPPH (AKT3/PIK3R2)

Complexe de sclérose tubéreuse (TSC)

Figure 2. Les syndromes d’hypercroissance segmentaire liés a la voie de signalisation PISK/AKT/mTOR. Des mutations activatrices dans les génes
des différents acteurs moléculaires de la voie de la PI3Kinase (PIK3CA, PIKR2, PTEN, AKT1, AKT2 et TSC ) peuvent entrainer des syndromes hypertro-
phiques. DMEG : dysplastic megalencephaly ; FAO : fibroadipose overgrowth ; HHML : hemihyperplasia multiple lipomatosis ; HME : hemimegalence-

phaly ; MCAP : megalencephaly-capillary malformation ; MPPH : megalencephaly—polymicrosyria—polydactyly—hydrocephalus.

reproduire une partie des Iésions retrouvées chez les patients. Cepen-
dant aucune n’a modélisé I’ensemble des phénotypes observés.

Dans notre équipe, nous avons utilisé un transgéne codant la sous-
unité pll0o constitutivement actif [14]. La transgenése de souris
avec cette construction entraine une activation de la voie AKT/mTOR
qui se révéle plus intense que celle due aux mutations retrouvées chez
les patients. Ce modele permet aussi une activation ubiquitaire du
géne muté, apres administration de tamoxiféne. Ainsi, une dose élevée
de tamoxiféne (40 mg/kg) provoque une mort précoce et soudaine des
souris des 7 jours, comme cela avait été observé dans une étude pré-
cédente [13]. Cependant, une diminution de la dose (4 mg/kg) permet
d’obtenir des souris qui développent la majorité des phénotypes obser-
vés chez les patients. Ces animaux présentent en effet de nombreuses
anomalies d’organes, des malformations vasculaires et lymphatiques,
des tumeurs localisées ainsi que des scolioses. Ce nouveau modéle
murin présente donc des manifestations tres similaires a celles obser-
vées chez les patients atteints du syndrome de PROS.

Les syndromes de surcroissance liés a la voie de signalisation
PI3K

D’autres mutations touchant des génes dont les produits participent
a la voie de signalisation PI3K ont été identifiées dans des syndromes
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de surcroissance segmentaires. Il s’agit de mutations
perte de fonction de genes suppresseur de tumeurs,
comme PTEN (phosphatase and tensin homologue),
TSC(tuberous sclerosis)l (hamartine), et 2 (tubérine),
ou des mutations gain de fonction de genes codant des
protéines impliquées dans la cascade de signalisation
comme AKT et mTOR.

Les mutations perte de fonction

Il s’agit, notamment, de mutations inhibitrices du gene
PTEN, un régulateur négatif de la voie PI3K. Ces muta-
tions sont a I"origine d’une augmentation de la concen-
tration de PIP3 et provoquent une activation de la voie
AKT/mTOR. Les syndromes qui en découlent, regroupés
sous le terme de PTEN hamartoma tumor syndrome
(PHTS) [121, sont le plus souvent le fait de mutations
germinales, mais il existe aussi des formes mosaiques.
C’est le cas pour le syndrome SOLAMEN (segmental
overgrowth, lipomatosis, arteriovenous malformation,
and epidermal nevus) qui correspond & un mosaisme
segmentaire de type 2 [13]. Le syndrome SOLAMEN
est lié a une perte mosaique secondaire de I'alléle
fonctionnelle du gene PTEN chez des individus porteurs



d’une mutation germinale. Il est caractérisé par des hypertrophies
localisées, des malformations artério-veineuses et lymphatiques, une
macrocéphalie accompagnés de naevus?. |l est corrélé & un risque accru
de cancer du sein, de I’endométre et colorectal.

Il existe également des patients atteint de sclérose tubéreuse de
Bourneville (ou TSC pour tuberous sclerosis complex) sous des formes
mosaiques. Cette pathologie est associée a des mutations des genes
TSCI ou TSC2, qui sont des régulateurs négatifs de mTOR. La sclérose
tubéreuse de Bourneville est a I'origine de symptomes trés variables :
elle peut conduire a une épilepsie, a des signes autistiques, et a des
tumeurs bénignes dans certains organes (notamment le rein, la peau, le
cceur et le poumon). Chez certains patients, ce syndrome peut étre aussi
associé a des malformations vasculaires et des hypertrophies [15].

Les mutations gain de fonction

Des mutations activatrices touchant les genes PIK3R2, AKT1, AKT2, AKT3
et CCND2 ont été identifiées dans certains syndromes de surcroissance
segmentaire. Ainsi, "activation somatique d’AKTI engendre le syndrome
de Protée (OMIM #176920), qui est caractérisé par la présence asymé-
trique de Iésions, notamment de navus, de tumeurs lipomateuses et
de malformations lymphovasculaires. Une hypercroissance asymétrique
de certains tissus, comme les os, la graisse et les tissus connecteurs,
est également observée. Ce syndrome est associé a un risque accru de
cancers. Il n’existait pas de modeéle animal spécifique du syndrome de
Protée, mais "activation d’AKTI dans les cellules des os et de I’épiderme
ont récemment permis de retrouver certains des phénotypes des patients
[16, 17]. Léquipe de Lindhurst et al. a développé deux modéles murins
de ce syndrome [18] : un premier modéle transgeénique, dans lequel la
surexpression d’un allele muté d’AKTI est induite par administration de
tamoxifene chez la mere au jour embryonnaire €5,5 ; et un modele dans
lequel des chiméres ont été générées en injectant des cellules souches
embryonnaires mutées pour AKTI dans des embryons de souris sauvages.
Ces deux modéles présentent tardivement (vers 12 mois) les mémes phé-
notypes que les patients atteints du syndrome de Protée. Ils devraient
donc permettre d’étudier les mécanismes physiopathologiques menant a
ce syndrome et de tester de nouvelles options thérapeutiques. Les autres
membres de la famille d’AKT (AKT2 et AKT3) ont aussi été incriminés dans
certains syndromes de surcroissance.

Des mutations d’autres genes participant a la voie PIK3-AKT-mTOR
ont été retrouvées, notamment des mutations touchant PIK3R2 qui
code la sous-unité régulatrice de PIK3, et CCND2 qui code la cycline
D2 [19-21], un régulateur du cycle cellulaire et de la prolifération
[22], dont I’abondance est contrdlée par GSK-3[3 (glycogen synthase
kinase 3 [3), elle-méme modulée par la voie PI3K-AKT. Ces mutations
sont & 'origine du syndrome MPPH (megalencephaly-polymicrogyria-
polydactyly-hydrocephalus syndrome ; OMIM #603387, OMIM #615937,
OMIM #615938)°.

? « grain de beauté ».

¥ Le syndrome de mégalencéphalie-polymicrogyrie-polydactylie postaxiale-hydrocéphalie est caractérisé
par une mégalencéphalie, une polymicrogyrie, une hydrocéphalie avec ou sans polydactylie. Il a été décrit
chez six patients non apparentés. Les autres manifestations sont un déficit intellectuel ou un dévelop-
pement lent.

m/s n® 2, vol. 36, février 2020

Les autres syndromes de surcroissance

Le syndrome de Beckwith—-Wiedemann

Le syndrome de Beckwith—Wiedemann (ou BWS, OMIM
#130650) est le syndrome de surcroissance ayant la
plus haute prévalence avec environ 1 cas pour 13 000
naissances, mais son diagnostic est sans doute sous-
estimé car les phénotypes qui lui sont associés sont trés
variables [23]. Les premiers cas ont été décrits dans
les années 1960 par les médecins John Bruce Beckwit
et Hans Rudolf Wiedemann. Il est caractérisé par une
croissance excessive (une visceromégalie, une macro-
glossie, des défauts de la paroi abdominale, des zones
hypertrophiées ainsi qu’une prédisposition tumorale).
Les patients peuvent présenter des anomalies rénales,
de ’hypoglycémie, des anomalies des oreilles, etc. Les
causes génétiques de ce syndrome sont assez com-
plexes. Elles peuvent étre soit germinales, soit soma-
tiques. Elles induisent la modification de I’expression
ou de la fonction de genes situés dans la région chro-
mosomique 11p15, qui contient les génes IGF2 (insu-
lin-like growth factor 2) et CDKNIC (cyclin-dependent
kinase inhibitor 1C), et qui sont affectés chez certains
patients. Dans la plupart des syndromes BWS de forme
mosaique, des défauts épigénétiques et une disomie
uniparentale paternelle (lorsque tout ou un segment
d’une paire chromosomique provient du pére) touchant
la région 11pl5 du chromosome sont impliqués. Ces
modifications entrafnent une surexpression d’/GF2 et
une diminution I'expression de CDKNIC qui semblent
contribuer aux phénotypes associés a ce syndrome.
Dans un modéle murin, fondé sur la surexpression
d’IGF2, la plupart des symptdmes observés chez les
patients sont retrouvés [24]. Dans les modeéles d’inva-
lidation de la fonction de CDKNIC, si des défauts de
développement similaires @ ceux que présentent les
patients atteints du syndrome de BW (dysplasie rénale,
fente palatine, hypertrophie placentaire, des défauts
de la paroi abdominale, etc.) ont été observés, aucune
hypercroissance post-natale n’a été obtenue [25-27].
Néanmoins, Tunster et al. ont récemment montré que
les foetus déficients pour cdknl présentaient bien une
hypercroissance, mais que celle-ci était perdue tres
rapidement aprés la naissance dans les larges portées
(qui sont soumises & une restriction alimentaire due au
nombre de souriceaux pour la mere) [28].

Le syndrome de Parkes-Weber

Le syndrome de Parkes-Weber (OMIM 608354) tient son
nom du médecin qui 'a identifié pour la premiére fois
en 1907 [29]. Il est lié a des mutations du géne RASAI
[30] qui code la protéine pI120 Ras GTPase-activating
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protein (RasGAP), un régulateur négatif du proto-oncogeéne p21 Ras.
Il est caractérisé par des malformations lymphatiques et vasculaires
(varices, fistules intramusculaires artério-veineuses) et une hyper-
croissance des membres. Plusieurs modeéles animaux ont été établis
pour le syndrome de Parkes-Weber. Des souris surexprimant Ras-p120
reproduisent en partie les phénotypes de ce syndrome, notamment les
malformations lymphatiques [31] et un modele établi chez le rat [32]
mime les principales caractéristiques observées chez les patients.

Le syndrome de Schimmelpenning-Feurestein-Mims

Le syndrome de Schimmelpenning-Feurestein-Mims (OMIM #163200)
est lié a des mutations post-zygotiques touchant les genes HRAS, NRAS
ou KRAS. Il entraine des asymétries osseuses des jambes, des tumeurs
lipomateuses sous-cutanées, des hyperpigmentations de la peau, des
atteintes neurologiques, etc.

Le syndrome ECCL(lipomatose encéphalo-crano-cutanée)

Cette maladie (OMIM#613001) est due & une mutation post-zygotique
du géne FGFRI (fibroblast growth factor receptor 1) situé sur le chro-
mosome 8. Ce syndrome est caractérisé par des atteintes localisées
sur le visage et le crdne, avec, en particulier, des Iésions oculaires, des
|ésions du derme et la présence de tumeurs lipomateuses.

Les traitements

Il n’existe pas actuellement de traitement spécifique pour ces
pathologies. La complexité des symptdmes qui leurs sont associés,
qui peuvent affecter de multiples organes, demande une approche
thérapeutique pluridisciplinaire. lls nécessitent d’étre traités selon
les recommandations des différentes spécialités qui sont impliquées :
dermatologie, orthopédie, chirurgie, etc., et certains de ces syndromes
peuvent engager le pronostic vital des patients : la surcroissance
tissulaire peut en effet étre a I'origine de compressions qui peuvent
provoquer des problémes vasculaires et des dysfonctions d’organes.

Le développement de traitements spécifiques pour la plupart de
ces pathologies a été, en fait, ralenti par 'absence d’accés a des
modeles animaux. Des stratégies thérapeutiques ont néanmoins été
développées pour certains. Dans le cas du syndrome Parkes-Weber,
par exemple, le traitement actuel est principalement symptomatique,
mais un traitement a été testé sur un modeéle animal développé par
Zegrocka-Stendel [33]. Ces auteurs ont en effet développé et testé 30
composés semi-synthétiques a partir de la fraction non glucidique de
I’escine (un mélange de saponines isolées & partir de marron d’Inde)
qui présente des propriétés anti-inflammatoires. U'un de ces compo-
sés, la protoescigénine [33], un polyhydroxyl aglycone, semble amé-
liorer les symptomes dans le modele qu’ils ont établi, méme s’il y a pas
de données récentes. Pour ce syndrome, comme pour le syndrome de
Schimmelpenning-Feurestein-Mims, qui impliquent tous deux la voie
Ras/MAPK (mitogen-activated protein kinase), le développement de
nouveaux traitements de « RASopathies » devrait permettre d’inclure
de nouvelles molécules, telles que le trametinib, un inhibiteur de MEK
(MAPK/ERK [extracellular signal-regulated kinase] kinase) développé
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en oncologie et qui a montré, trés récemment, une amé-
lioration spectaculaire dans le syndrome de Nooman*
chez deux nourrissons [34].

Les altérations génétiques de la voie de signalisation
PI3K/AKT/mTOR ont été reconnues comme des parti-
cipants importants dans des cancers et de nombreux
inhibiteurs ont été développés pour cibler cette voie.
Certains de ces composés pourraient étre repositionnés
dans des syndromes dans lesquels cette voie de signa-
lisation a été impliquée, ce qui a été testé dans deux
syndromes d’hypercroissance : le syndrome de Protée et
le syndrome de PROS.

Plusieurs inhibiteurs d’AKT sont actuellement en essai
clinique en oncologie, notamment I'inhibiteur pan-AKT
ARQ 092 ; cet inhibiteur a été testé, a une dose faible
(5 mg/m%/jour), dans une étude réalisée sur 6 patients
dgés de 13 a 57 ans atteints du syndrome de Protée.
Il S’est révélé actif pour diminuer la douleur chez les
patients [35]. Ce traitement est actuellement en essai
clinique de phase I/l pour les patients atteints du syn-
drome de Protée ainsi que pour les patients présentant
un syndrome de PROS®.

Des inhibiteurs allostériques de
mTOR [36] (=») dont le sirolimus
(ou rapamycine), I'everolimus, le

(=») Voir la Synthese
de N. Pallet et al., m/s
n° 11, novembre 2006,
page 947
ridaforolimus ou le temsirolimus

sont également autorisés dans de nombreuses patholo-
gies. lls ont été utilisés pour traiter des malformations
vasculaires chez des patients porteurs de mutations de
PTEN [37-39] (=)

Un essai clinique a aussi été mené

(=») Voir la Nouvelle
de €. Seront et al.,
m/s n° 6-7 juin-juillet

pour étudier son action chez des
2016, page 574

patients atteints du syndrome de
PROS. Un effet modeste a pu étre observé sur les
tumeurs, principalement @ composante adipeuse [40],
mais avec des effets secondaires assez invalidants.

Nous avons utilisé le modeéle de syndrome de PROS,
que nous avons développé, pour tester une molé-
cule, appelée BYL719, inhibitrice de PIK3CA®. Ce
traitement a été administré aux souris modéle apres
I’apparition des différentes malformations [14]. Les
résultats obtenus ont été spectaculaires, avec, non
seulement un arrét de la progression des malforma-
tions, mais aussi la régression des tumeurs, deés les
premiers jours de traitement, et un allongement de

4 Ce syndrome se manifeste par un aspect particulier des traits du visage, des mal-
formations du cceur et une petite taille. Il existe parfois un déficit intellectuel et un
retard d’acquisition du langage.

* ClinicalTrials.gov: NCT02594215

¢ Cette molécule en développement en oncologie a obtenu en mai 2019 I'auto-
risation de la FDA (Food and Drug Administration) dans le cancer du sein HR+/
HER2- avec une mutation de PIK3CA sur la base des résultats de I'essai clinique de
phase [l SOLAR-I.



la durée de vie des animaux. Nous avons également montré que
dans ce modele, le BYL719 était plus efficace que la rapamycine.
Aussi, forts de ces résultats, nous avons proposé cette molécule
@ un jeune adulte de 27 ans atteint du syndrome de PROS ayant
un pronostic vital engagé, et nous avons observé une nette réduc-
tion des tumeurs vasculaires et des malformations veineuses, une
diminution de I’hypertrophie de sa jambe gauche ainsi qu’une
amélioration des fonctions cardiaque et rénale. Aprés ce premier
succes thérapeutique, nous avons été autorisés par I’ANSM (Agence
nationale de sécurité du médicament) a traiter 18 autres patients
dont des enfants : 15 enfants de 4 a 16 ans et 3 adultes qui présen-
taient des symptomes mettant leur vie en danger ou pour lesquels
une chirurgie mutilante était programmée. Ces 19 patients présen-
taient 10 mutations gain de fonction différentes du géne PIK3CA.
Aprés 6 mois de traitement, nous avons observé des résultats
positifs chez chacun de ces patients avec peu d’effets secondaires
notables. A ce jour, tous continuent de recevoir le traitement, et un
essai clinique doit étre initié afin de valider ces premiers résultats
prometteurs. Il s’agit donc d’un exemple de repositionnement de
molécules dans le cadre de maladies rares qui pourrait étre mis en
place pour d’autres pathologies.

Conclusions et perspectives

Les syndromes de surcroissance segmentaire forment un groupe
hétérogene de syndromes dont les manifestations peuvent étre trés
séveres. Uamélioration des techniques de séquengage du génome a
permis de découvrir un grand nombre de génes qui sont impliqués
dans ces pathologies, et qui sont possiblement des cibles pour des
traitements a venir. Le repositionnement de molécules, par ailleurs
développées en oncologie, se révele trés encourageant pour les
patients atteints de certains de ces syndromes rares. Utilisées a
de faibles doses, certaines de ces molécules présentent des effets
thérapeutiques qui commencent a émerger et restent a confirmer.
De nouvelles problématiques apparaissent néanmoins : ces patients
nécessiteront certainement un traitement au long cours mais, alors,
quelles seront les conséquences de ces traitements en termes d’ef-
fets secondaires ou d’échappement, comme cela est observé dans le
cadre du cancer ? ¢

SUMMARY

Segmental overgrowth syndromes and therapeutic strategies
Overgrowth syndromes are a large group of rare disorders charac-
terized by generalized or segmental excessive growth. Segmental
overgrowth syndromes are mainly due to genetic anomalies appearing
during the embryogenesis and leading to mosaicism. The numbers
of patients with segmental overgrowth with an identified molecular
defect has dramatically increased following the recent advances in
molecular genetic using next-generation sequencing approaches.
This review discusses various syndromes and pathways involved in
segmental overgrowth syndromes and presents actual and future
therapeutic strategies. ¢
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> La sclérose en plaques (SEP) est une maladie du
systéme nerveux central a composante inflam-
matoire, tres invalidante qui atteint générale-
ment de jeunes adultes (20 a 40 ans). Cette mala-
die se caractérise par la destruction progressive,
par les cellules du systeme immunitaire, de la
gaine de myéline des axones, ce qui aboutit a une
dégénérescence neuronale. Les lymphocytes T et
B sont les acteurs principaux de cette maladie
qui peut étre rémittente ou progressive. Parmi les
médicaments utilisés dans le cadre de son traite-
ment, le fingolimod, un immunosuppresseur dont
les cibles sont les récepteurs de la sphingosine
1-phosphate, administré par voie orale, agit en
empéchant les lymphocytes de quitter le thymus
et les ganglions lymphatiques, et de rejoindre les
foyers inflammatoires cérébraux. Une recherche
intense pour développer des traitements et des
médicaments curatifs est actuellement en cours
et d’autres immunosuppresseurs interagissant
avec les récepteurs de sphingosine 1-phosphate
sont en cours de développement. <

La sclérose en plaques

La sclérose en plaques (SEP) est une maladie auto-
immune chronique trés invalidante dont la prévalence
est de 50 a 300 pour 100 000 individus, selon les
régions du globe [1, 2]. On estime que 2 & 3 millions
de personnes sont atteintes par cette maladie dans
le monde, dont plus de 110000 en France. Elle touche
généralement de jeunes adultes, avec une prévalence
de 3 patients femme pour un homme. Actuellement,
les processus déclencheurs de la maladie ne sont pas
connus. Néanmoins, des composantes génétiques mais
aussi environnementales (ensoleillement et déficit en
vitamine D) et sociales (telles que consommation de
tabac) participent a la pathogenése de la SEP [1].

Vignette (Photo © Inserm — Alice Lieury).
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La maladie est caractérisée par "apparition de handicaps variables
tous dus a I'infiltration progressive de cellules du systéme immunitaire
adaptatif, les lymphocytes T et B, dans le systeme nerveux central
(SNC). Ces cellules activées sont & I’origine de la destruction de la gaine
de myéline des neurones et de I"apparition de dommages neuronaux et
axonaux. On peut parfois observer la prolifération de cellules astrocy-
taires, ce qui peut conduire a des processus dichotomiques, en favori-
sant "apparition de dommages supplémentaires, ou, au contraire, en
contribuant aux phénoménes de réparation des Iésions [3].

La SEP est une maladie auto-immune dont la progression est en rela-
tion directe avec le phénomene appelé « diversification antigénique »
(epitope spreading). Dans plusieurs modéles murins de SEP, géné-
tiques ou induits, la progression des dommages s’observe en effet en
lien avec la présence de nouveaux épitopes qui sont reconnus par les
anticorps produits par des lymphocytes B, et qui amplifie 'altération
induite par les lymphocytes T spécifiques de séquences peptidiques
présentées par les neurones [4].

On distingue trois types de SEP. Une forme cyclique ou rémittente
(relapsing-remitting multiple sclerosis, SEP-RR), qui touche 80-85 %
des patients, sans progression du handicap entre les poussées. Cette
SEP peut évoluer en SEP secondairement progressive (ou SEP-SP). Pour
plus de la moitié des malades, la SEP rémittente évolue vers la forme
secondairement progressive en 15 a 20 ans [5]. Il existe également une
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forme primaire progressive (ou SEP-PP) atteignant environ 15 % des
patients [1, 2]. Dans cette forme de SEP, les phases de la maladie ne
sont pas entrecoupées de phases de rémission et la maladie progresse
inexorablement. La transition entre la SEP rémittente et la forme pro-
gressive intervient lorsque les dommages axonaux ne sont plus com-
pensés par les capacités reconstructrices du systéme nerveux central.

Les symptomes

Les symptomes de la SEP sont caractérisés par des phases aigués
de déficits neurologiques en récidive. lls dépendent des régions du
systeme nerveux central qui sont atteintes, et du niveau de démyéli-
nisation et d’inflammation présenté par ces zones. Ainsi, lorsque les
lésions inflammatoires affectent le nerf optique, les symptdmes sont
une déficience visuelle et une douleur oculaire lors des mouvements
des yeux. Dans cette névrite optique, I"action des cytokines inflam-
matoires et de I'oxyde nitrique, au niveau des Iésions nerveuses du
nerf optique, sont les déterminants majeurs des symptomes [1]. Les
axones démyélinisés peuvent ainsi devenir hyperexcitables et générer
spontanément la perception de lumiére clignotante.

C’est un ensemble de données cliniques, sérologiques et d’image-
rie cérébrale qui permettent de poser le diagnostic. Pour la grande
majorité des patients, la maladie débute par un épisode clinique
isolé, régressant spontanément, qui implique le nerf optique, le tronc
cérébral ou la moelle épiniere. Les symptomes observés sont tres hété-
rogénes et non spécifiques. Ils peuvent étre uniques ou associés. On
distingue différents symptémes cliniques [1] :

— Les troubles visuels (perception de flashs lumineux, oscillopsie,
baisse de I"acuité, douleurs lors des mouvements oculaires).

— Les troubles moteurs (dystonie musculaire, altération de la mobilité,
ataxie et tremblements, spasticité).

— Les troubles urinaires, intestinaux, sexuels.

— Les troubles de "humeur (dépression et instabilité émotionnelle).

— Les troubles cognitifs (langage).

— Les troubles de la sensibilité.

— Les troubles de I’équilibre (vertiges).

Ces troubles sont souvent associés a une fatigue importante et a des
douleurs (neuropathique, névralgie du nerf trijumeau, musculosque-
lettique, migraine).

€n raison de la multiplicité des symptomes, il est essentiel de pouvoir évi-
ter les erreurs de diagnostic qui peuvent avoir des conséquences impor-
tantes. Des critéres de diagnostic, dits criteres de McDonald, ont ainsi été
développés et validés a partir des données cliniques de plusieurs centres
académiques [6, 7]. Validés sur une population d’adultes de moins de 50
ans d’origine génétique/ethnique européenne occidentale, les critéres de
McDonald peuvent néanmoins étre utilisés pour des populations d’ori-
gines géographiques diverses, chez des enfants et des individus plus agés.
Les signes cliniques qui sont observés chez les patients sont confrontés
aux résultats d’imagerie par résonance magnétique nucléaire (IRM)
cérébrale et a une analyse du liquide céphalo-rachidien (LCR). Uanalyse
par IRM permet de rechercher la présence de Iésions cérébrales, de définir
leur localisation (dissémination spatiale), le moment de leur apparition
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(dissémination temporelle). Ces études d’imagerie céré-
brale ont un réle fondamental en terme de diagnostic,
mais aussi pour le pronostic et I’évaluation de la réponse
au traitement [8]. Uanalyse du liquide céphalo-rachidien
permet, elle, la recherche (en western blot) de bandes
oligoclonales d’immunoglobulines. €lle représente un
bon outil diagnostic de la SEP (avec une présence de ces
bandes d’immunoglobulines observées chez plus de 95 %
des patients) qui permet de confirmer la sécrétion d’anti-
corps au niveau intra-thécal®.

Les traitements (Tableau |)

Le systéme immunitaire est responsable de la SEP et Iin-
filtration de cellules immunitaires dans le systeme nerveux
central (SNC) est une caractéristique de toutes les formes
de SEP. Les traitements disponibles permettent de modi-
fier, de limiter ou d’inhiber la migration de ces cellules
afin de réduire toute nouvelle agression. Actuellement, il
n’existe en fait pas de traitement curatif de la SEP et les
stratégies thérapeutiques visent a traiter les poussées, a
mettre en place des traitements de fond et a traiter les
symptomes associés. Les poussées, qui sont caractérisées
par des symptomes apparaissant de maniére soudaine,
sont des signes pathologiques. Elles peuvent régresser
spontanément plus ou moins complétement.

Ces crises inflammatoires, souvent tres douloureuses,
sont traitées a I’aide de perfusion de corticoides (Solu-
médrol®) par voie intraveineuse (flash ou bolus de
corticoides)?. Pour des attaques sévéres au cours des-
quelles la corticothérapie s’est révélée étre inefficace
ou contre-indiquée, des échanges de plasma ont par-
fois été réalisés afin de modifier la composition plas-
matique du patient. Les traitements de fond sont assu-
rés par des molécules immunomodulatrices. Mais en cas
d’échecs du traitement, et pour les formes agressives
ou résistantes, des immunosuppresseurs seront utilisés.
On distingue ainsi des traitements de 1%, 2¢ et 3¢ ligne
qui seront administrés selon I’évolution de la maladie.

Les traitements de 1™ ligne

— Les interférons béta la et 1b (Avonex®, Pelgridy®,
Rebif®, Betaferon®, Extavia®) stimulent Iactivité de
certaines cellules immunitaires et favorisent la produc-
tion de cytokines immunosuppressives qui diminuent
celle de cytokines pro-inflammatoires. Ces molécules
sont administrées par voie sous-cutanée ou intra-
musculaire. Elles permettent de réduire le nombre et

! Ou sous-arachnoidien.

?Le flash ou bolus correspond @ une injection intraveineuse d’une importante quan-
tité de corticoides en une seule dose.



Médicament utilisé
en clinique

Acétate de glatirameére

Alemtuzumab

Biotine

Cladribine

Corticostéroides

Cyclophosphamide

Diméthyl fumarate

Fingolimod

Interféron Béta

Mitoxantrone

Mycophénolate mofétil

Natalizumab

Ocrelizumab

Tériflunomide

Cible/Mécanisme d’action

Immunomodulateur.

Anticorps anti-CD20. Se lie aux cellules B et T.
Immunosuppresseur par lymphodéplétion.

Activation de I’acetylCoA carboxylase.
Néo-synthese de myéline.

Cytotoxique immunomodulateur. Pro-drogue qui
apres phosphorylation perturbe la synthése et la
réparation de I’ADN.

Molécules et cellules de 'immunité.
Anti-inflammatoire et immunosuppresseur

Immunosuppresseur.
Agent alkylant.

Activation de la voie Nrf2 et augmentation de

Iexpression de genes antioxydants Nrf2-dépendants.
Protection des neurones vis-a-vis du stress oxydatif.

Antagoniste fonctionnel des récepteurs de la
sphingosine 1-phosphate.

Action par rétention lymphocytaire au niveau du
thymus et des ganglions lymphatiques.

Récepteur IFN-a de type 1.

Inhibition de la production de cytokines Thl.
Immunomodulateur.

Anti-inflammatoire.

Immunosuppresseur.
Agent intercalant.

Immunosuppresseur.
Inhibiteur de la biosynthese des purines.

Anticorps anti-intégrine alpha 4 (ai4P1 et a4p7).
Permet de bloquer le passage des leucocytes
exprimant les intégrines a4 a travers la barriere
hémato-encéphalique.

Anticorps anti-CD20. Se lie aux cellules B adultes et
mémoire.

Immunomodulateur par lymphodéplétion.

Immunomodulateur de la prolifération des
lymphocytes par inhibition de la synthese de la
pyrimidine. Inhibition de 'activation et de la

sécrétion des cytokines et de I'interféron gamma.

Effets secondaires indésirables

Réactions cutanées.

Cholécystite acalculeuse aigué.

Réactions cardiovasculaires graves, hépatites
auto-immunes et lymphohistiocytoses
hémophagocytaires.

Diarrhées, effet toxique sur la reproduction.
Incidence sur les résultats de tests biologiques
(fonctions thyroidiennes et cardiaques, grossesse,
cortisol, sérologie VIH).

Réduction du nombre de lymphocytes, infections.
Risque potentiel de malignité.

Troubles métaboliques, endocriniens, digestifs,
psychiques.
Aggravation d’états infectieux préexistants.

Troubles digestifs.
Surveillance sanguine.

Diarrhée, nausée, réduction du nombre de globules
blancs.

Bradycardie.
Redistribution des lymphocytes.

Syndrome pseudo-grippal.
Réactions cutanées.
Atteinte du foie bénigne.

Leucémies aigués myéloides pouvant étre fatales,
insuffisance cardiaque congestive, aménorrhée,
toxicité sur ’ADN.

Troubles digestifs.
Surveillance sanguine.

Infection urinaire, urticaire, céphalées.
Augmente le risque de leucoencéphalopathie
multifocale progressive.

Irritation au site d’injection, fiévre, nausée,
abaissement de la pression artérielle. Risque de

cancers.

Symptomes digestifs, rétrécissement capillaire.
Lymphopénie sévére.

Tableau I. Médicaments utilisés dans le cadre du traitement de la SEP.
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I’intensité des poussées. Elles ont cependant le désavantage d’entrainer
’apparition d’un syndrome pseudogrippal et des réactions cutanées
apres I'injection.

— Pacétate de glatirameére (Copaxone®) est un mélange de peptides de
tailles aléatoires (40 a 100 résidus) qui sont constitués d’acides aminés
(acide glutamique, lysine, alanine, et tyrosine) qui composent la MBP
(myelin basic protein), I'un des constituants de la myéline. Ces acides
aminés altéreraient la présentation des antigénes produits a partir de la
myéline aux lymphocytes T auto-réactifs [9]. Ils auraient également la
capacité d’induire la production de cytokines anti-inflammatoires.

— Le diméthylfumarate (Tecfidera®) induit la production de cytokines
anti-inflammatoires et la prolifération de cellules dendritiques. Il
améliore la protection des neurones contre le stress oxydatif, et favo-
rise la mort par apoptose des lymphocytes T activés.

— Le tériflunomide (Aubagio®) agit en inhibant la prolifération des
lymphocytes. Il peut néanmoins provoquer des dommages hépatiques
importants.

Traitements de 2° ligne

— Locrelizumab (Ocrevus®) est un anticorps anti-CD20 humanisé recom-
binant. La liaison de cet anticorps a la large boucle extracellulaire de
la protéine CD20, exprimée par les lymphocytes B, est a I'origine de la
déplétion des lymphocytes B CD20". Cet anticorps agit par apoptose, en
induisant une cytotoxicité dépendante du complément, une phagocytose
et une cytotoxicité a médiation cellulaire dépendante des anticorps. Les
lymphocytes B CD20* sont impliqués dans la sécrétion des cytokines pro-
inflammatoires, dans la présentation des auto-antigénes aux lympho-
cytes T et dans la sécrétion des auto-anticorps. La déplétion sélective
des lymphocytes B CD20* a ainsi un effet bénéfique sur la SEP rémittente,
mais également sur la SEP progressive primaire [10].

— Lanticorps monoclonal natalizumab (Tysa- (=) Voir la Synthese de
C. Papeix et C. Lubetzki,

m/s n° 12, décembre 2009,
page 1113

bri®) est un anticorps dirigé contre la sous-
unité o4 des intégrines a4Pl [11] (=P) et
0o4P7. Il permet de bloquer la migration des
lymphocytes T a travers la barriere hématoencéphalique et d’atteindre
le systeme nerveux central. Il peut, cependant, induire la réactivation
du virus JC, un papovavirus qui provoque une leucoencéphalopathie
multifocale®.

— Le fingolimod (Gilenya®, FTY720) agit sur les récepteurs de la sphin-
gosine 1-phosphate (S1P) qui sont exprimés par les lymphocytes T. ||
permet de séquestrer les lymphocytes T activés, leur interdisant de
rejoindre les foyers inflammatoires. Une surveillance cardiovasculaire
doit cependant étre pratiquée.

Comparé a un traitement initial par acétate de glatiramere ou
I’interféron béta, un traitement par le fingolimod, I’alemtuzumab
(Lemtrada®), un anticorps humanisé recombinant dirigé contre la
molécule CD52 exprimée a la surface des lymphocytes B et T, qui induit
leur déplétion par cytotoxicité cellulaire dépendante d’anticorps et/
ou du complément, ou le natalizumab est associé a une réduction du
risque de conversion vers la SEP secondairement progressive [12].

¥ Cest aussi le cas de 'anti-CD20, I’ocrelizumab.
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— La cladribine (Mavenclad®) est une prodrogue, ana-
logue nucléosidique de la désoxyadénosine, qui inter-
fere dans la synthese et la réparation de I’ADN. Cette
molécule, active sous forme phosphorylée, entraine la
déplétion sélective des lymphocytes B et T [13].

Traitements de 3° ligne

- Ualemtuzumab présenté ci-dessus est utilisé en
traitement de 3¢ ligne. La liaison de I’anticorps a la
glycoprotéine CD52 provoque la lyse des lymphocytes B
et T via le complément et une cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante de Ianticorps. Cet anticorps
induit donc une déplétion lymphocytaire mais, en raison
d’effets secondaires pouvant se révéler trés importants,
ce traitement est réservé aux patients adultes atteints
de SEP cyclique trés active et réfractaire aux autres
traitements de fond [14].

Les traitements par immunosuppresseurs

La mitoxantrone (Novantrone®) est un agent interca-
lant de ’ADN et un inhibiteur de la topoisomérase II.
Elle est utilisée pour traiter les formes trés séveres
de SEP, mais elle présente des effets secondaires trés
importants, car associés au développement de can-
cers du sang. Le cyclophosphamide (Endoxan®) et le
mycophenolate mofétil (Ellcept®) sont également des
immunosuppresseurs (hors autorisation de mise sur le
marché dans cette indication) qui permettent, dans
une certaine mesure, de stabiliser la maladie dans le
temps. Tous deux présentent des effets secondaires
défavorables, en particulier digestifs, et nécessitent
une surveillance sanguine.

Les traitements des symptomes associés

Ces traitements sont nécessaires pour améliorer la qualité
de vie des patients. Ils incluent des médicaments anti-
douleurs, myorelaxants, antidépresseurs, antifatigues,
anticonvulsants, laxatifs, antidiarrhéiques, des médica-
ments pour traiter les troubles urinaires, intestinaux et
sexuels. lls peuvent étre associés a des kinésithérapies,
des thérapies comportementales, de la méditation, etc.

Le fingolimod, la sphingosine 1-phosphate et la
SEP

Depuis la mise sur le marché du fingolimod (FTY720)
en 2010 et 2011, par les agences de médecine amé-
ricaine et européenne, la famille regroupant les cing
récepteurs de la sphingosine 1-phosphate (SIPR,.;)
(Figure 1) est devenue une cible thérapeutique de
choix dans le traitement de la SEP. Le fingolimod est
un dérivé de la myriocine (Figure 2), une molécule
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Figure 1. Activation des récepteurs de la sphingosine 1-phosphate par la sphingosine 1-phosphate et par les médicaments qui les ciblent.

immunosuppressive extraite du champignon Isaria sinclairii utilisé
dans la pharmacopée chinoise. Cette molécule a d’abord été utilisée
dans le cadre de rejets aigus de greffe de rein, mais sans dépasser les
essais cliniques de phase Il pour cette indication, en raison d’absence
d’effets thérapeutiques supérieurs a la thérapie de référence, et de
la survenue d’effets secondaires déléteres. Dans la SEP, le fingolimod
est utilisé a des doses dix fois inférieures a celles utilisées en trans-
plantation rénale, ce qui réduit les risques d’effets secondaires. Il
permet de diminuer le nombre de rechutes cliniques et augmente les
délais d’apparition des évenements conduisant a I'invalidité dans les
formes récurrentes de SEP. Dans les formes primaires progressives, le
fingolimod n’a néanmoins pas montré d’avantages par rapport @ un
placebo [15].

Il s’agit d’une prodrogue qui est phosphorylée par la sphingosine
kinase 2 (SphK2) en fingolimod-P ou FTY720-P, une molécule qui mime
les effets d’un médiateur lipidique naturel, la sphingosine-1-phos-
phate (S1P). Immunomodulateur, son principal mode d’action repose
sur son effet sur le trafic des lymphocytes [13] : il favorise leur réten-
tion dans les organes lymphoides primaires et secondaires. L'inhibition
de Pinfiltration des lymphocytes dans le systéeme nerveux central est
ainsi une conséquence de leur rétention. Il agit en redistribuant de
maniére réversible les lymphocytes T et B de la circulation dans les
organes lymphoides secondaires, tels que les ganglions lymphatiques
périphériques et mésentériques et les plaques de Peyer (au niveau
intestinal), provoquant un état de lymphopénie périphérique. Cette
quasi absence de lymphocytes dans la circulation périphérique peut
cependant avoir une conséquence délétere : le développement d’infec-
tions microbiennes opportunistes. Néanmoins, dans ce cas, 'arrét du
traitement permet une réactivation immédiate de la réponse immu-
nitaire adaptative. La lymphopénie induite par le fingolimod ne cor-
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respond donc pas a une perte générale de lymphocytes
dans tout Iorganisme, contrairement a la véritable
lymphopénie induite par irradiation ou traitement par
I"alemtuzumab pour laquelle la restauration de I'immu-
nité lymphocytaire nécessite une reconstitution du
systéme immunitaire a partir des précurseurs cellulaires
de la moelle osseuse.

Le fingolimod, la sphingosine 1-phosphate et
les récepteurs de la sphingosine 1-phosphate

Structuralement, une fois phosphorylé, le fingolimod
est un analogue de la sphingosine 1-phosphate (S1P)
(Figure 2).

La principale source de SIP est constituée par les
érythrocytes et les cellules endothéliales [16]. Dans
le sang, elle est véhiculée sous forme combinée a des
protéines de transport, telles que les HDL (high-density
lipoprotein, ~ 60 %) et I’albumine (~ 30 %), et dans une
moindre mesure aux VLDL (very low-density lipoprotein)
et aux LDL (low-density lipoprotein) [17]. Sa liaison
aux HDL se réalise via 'apolipoprotéine ApoM qui agit
comme une protéine chaperonne, contrélant ainsi les
niveaux de SIP dans le sang. Sa concentration est de
I’ordre du micromolaire dans le plasma. Elle est moins
importante dans les liquides des compartiments tis-
sulaires, ce qui explique le gradient de concentration
existant entre le sang et les tissus. La SP1 se lie, avec de
fortes affinités (nanomolaires) a la famille de récep-
teurs de la SIP, initialement nommée famille de genes
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Figure 2. Structure de la sphingosine 1-phosphate et des médicaments ciblant les récepteurs de la sphingosine 1-phosphate et utilisés dans le

traitement de la SEP.

de différenciation endothéliale (€DG) des récepteurs lipidiques [18],
: SIPR,s (Figure 1). Ces cinqg récepteurs
partagent des similitudes de séquence et de structure génomique. lls

qui compte cing membres

appartiennent a la superfamille des récepteurs couplés aux protéines
G (RCPG) qui sont impliqués dans de nombreux processus biologiques
clés, tels que Iodorat, le golit et la vision [19]. Selon le séquencage
du génome humain, 60 % des 800 RCPG identifiés appartiennent aux
récepteurs dits olfactifs ou sensoriels. Les 40 % restants sont classés
dans les cing familles principales du systéme GRAFS (glutamate, rho-
dopsine, adhésion, frizzled/taste?2 et secrétine) [20]. Compte tenu de
leur réle dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques,
les RCPG sont devenus des cibles de choix pour le développement de
nouveaux médicaments. Prés de la moitié des médicaments commer-
cialisés par I'industrie pharmaceutique ciblent en effet cette classe
de récepteurs. Les récepteurs de la S1P font partie de la famille de la
rhodopsine et sont couplés & différentes protéines G (Figure 1). Leur
ligison a la SIP induit 'activation de voies de signalisation variées

impliquées dans les phénomenes de survie, (=) Voir la Synthése de

0. Cuvillier, m/s n° 11,
novembre 2012, page 951

croissance, migration et différenciation cellu-
laire [21] (=9).

Le récepteur SIPR; a été initialement détecté dans les cellules endo-
théliales de la veine ombilicale (HUVEC) transformées par le phorbol
12-myristate 13-acétate (PMA). La voie de signalisation du S1PR,
comprend le couplage a la famille de protéines Gi/o et donc I’inhibi-
tion de I’adénylate cyclase (ou adénylyl cyclase), I'activation de la
phosphoinositide 3-kinase et de la phospholipase C. Chez la souris,
I’analyse des transcrits codant S1PR, montre que ce récepteur est for-
tement exprimé dans le tissu adipeux, la rate, le poumon, le cerveau,

m/s n® 2, vol. 36, février 2020

le foie et le cceur, et faiblement dans le muscle sque-
lettique, le thymus, I'utérus et les reins [22]. La délé-
tion du gene Slpr; dans la lignée germinale de souris
entraine la létalité in utero [23]. €n fait, le récepteur
SIPR, joue un rdle vital dans le développement vascu-
laire et la létalité chez la souris est due @ un défaut du
développement des vaisseaux sanguins. SIPR, a égale-
ment une fonction essentielle dans la migration cellu-
laire, en particulier dans le drainage des lymphocytes
T du thymus vers le sang et les structures lymphoides
environnantes [24].

Plusieurs études ont révélé I'expression des récepteurs
S1PR dans le systéme nerveux central [25], plus précisé-
ment a la surface des astrocytes chez ’lhomme, et dans
’endothélium chez ’homme et les rongeurs. Les récep-
teurs SIPR,_, seraient, quant a eux, largement distribués
et 'expression de SIPR; serait restreinte au cerveau et
aux lymphocytes T. La localisation de ces récepteurs reste
toutefois difficile a déterminer, la production d’anticorps
spécifiques n’étant pas aisée [26-28].

S1PR, auquel ne se lie pas le fingolimod, est exprimé en
particulier par les macrophages et les cellules progéni-
trices d’oligodendrocytes [29]. Chez la souris, I'inactiva-
tion du gene Slpr, permet de réduire la démyélinisation
et d’augmenter la remyélinisation dans un modele murin
de SEP [30]. Cet effet trés positif est cependant contre-
balancé par "apparition de lymphomes a lymphocytes B

[31].



S1PR; est principalement exprimé dans la substance blanche tout au
long du développement de la lignée des oligodendrocytes et dans les
oligodendrocytes matures [32]. Il est aussi présent au niveau des
capillaires cérébraux et son réle dans la fonction de barriére endothé-
liale du cerveau a été suggéré [33]. La signalisation induite par S1PR;
comprend le couplage a des protéines G,/, et Gy

Mécanisme d’action du fingolimod

Le traitement thérapeutique qui repose sur le fingolimod est associé
a sa phosphorylation in vivo par la sphingosine kinase-2 qui produira
le fingolimod-P (FTY720-P). Contrairement a la S1P, le fingolimod est
principalement transporté dans le sang en association avec I'albumine.
Le FTY720-P est un véritable agoniste car il a la capacité d’activer ses
récepteurs et d’induire une cascade d’événements cellulaires. C’est
aussi un antagoniste fonctionnel. €n effet, aprés sa liaison aux récep-
teurs présents a la surface des lymphocytes, le FTY720-P induit I’inter-
nalisation des récepteurs et leur dégradation dans les compartiments
intracellulaires [34], dégradation qui ne serait pas compensée par leur
néosynthese. Le FTY720-P est un puissant activateur de I'ubiquitination
du récepteur SIPR,. Cette modification, mise en évidence dans une étude
réalisée sur les cellules 293 de rein embryonnaire humain (HEK) [35],
entraine une dégradation rapide et quantitative du récepteur. La capa-
cité des agonistes pharmacologiques a induire la dégradation de SIPR;,
mais aussi des autres récepteurs, pourrait ainsi expliquer leurs propriétés
immunosuppressives : apres leur internalisation et leur dégradation, leur
absence de la membrane conduirait a I'impossibilité pour les lymphocytes
activés de « sentir » |e gradient de S1P et donc a leur séquestration dans
le thymus et les organes lymphoides secondaires. L'activation des récep-
teurs par le FTY720-P permettrait également d’accroftre le role de barriére
des cellules endothéliales [36]. Bien que qualifiées de non spécifiques car
activées par des concentrations trés importantes de produit, de I’ordre du
UM, des cibles intracellulaires ont aussi été décrites pour le fingolimod et
le fingolimod-P. Le fingolimod inhibe en effet des enzymes clés du méta-
bolisme du céramide [36], modulant ainsi les effets pro-inflammatoires
de cette classe de molécules dans le cadre du traitement de la SEP.

Les modulateurs des S1PR de deuxieme génération

Les effets secondaires [36] occasionnés par I'administration journaliére
de fingolimod ont incité I'industrie pharmaceutique a développer des
principes actifs possédant un meilleur profil de sécurité, une meilleure
sélectivité et une durée de vie pharmacocinétique réduite. Le fingoli-
mod est associé a une diminution transitoire de la fréquence cardiaque
(brady-arythmie) ainsi qu’a des retards de conduction auriculo-ventri-
culaire. De méme, dans un modéle animal et sur cceur perfusé [37], il a
été montré que le récepteur SIPR; était impliqué dans la régulation du
rythme cardiaque. Des effets indésirables cardiaques, dont des déces
ont ainsi été rapportés chez des patients présentant déja une maladie
cardiaque. Des contre-indications ont donc été émises pour les patients
ayant présenté, entre autres, un infarctus du myocarde ou une arythmie
cardiaque sévere.
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Des molécules ayant une meilleure sélectivité que le
fingolimod tout en gardant une voie d’administration
orale ont été développées (Figure 2). Le ponesimod
et "amiselimod ciblent principalement les récepteurs
SIPR,. D’autres molécules ciblent a la fois les récep-
teurs SIPR; et S1PRg, telles le siponimod, I’ozanimod,
le ceralifimod, le GSK2018682. Ces modulateurs ne
ciblant pas S1PR;, les effets secondaires cardiaques
pourraient étre évités. L'activation de SIPR; aurait
également un effet neuroprotecteur sur les oligoden-
drocytes. Certaines de ces molécules ont une activité
immunomodulatrice intrinseque qui ne nécessite pas
de phosphorylation in vivo comme le fingolimod, ce qui
permet d’éviter les effets éventuels hors du contexte
des récepteurs que présente le fingolimod. Le siponimod
(Mayzent®) vient ainsi d’étre autorisé par la Food and
drug administration (FDA) américaine, dans le cadre
du traitement de la SEP secondairement progressive, en
plus de ses indications dans la SEP rémittente [5]. Une
analyse de progression d’incapacité a 3 mois révéle que
ce médicament permet de réduire de fagon significative
le risque de progression de la maladie.

Vers des médicaments curatifs de la SEP

Remyéliniser les axones

La démyélinisation et les lésions axonales ont un rdle
critique dans la survenue des déficits neurologiques des
patients atteints de SEP. Un processus naturel permet
la remyélinisation aprés I"apparition des dommages
axonaux. Malheureusement, ce processus ne permet pas
de compenser les atteintes dues a la progression des
attaques auto-immunes. Les voies de recherche curative
se focalisent donc sur des éléments qui permettraient de
stopper la démyélinisation ou d’aider a la réparation ou a
la régénération de la gaine de myéline [38].

Des travaux sont ainsi en cours concernant le rdle des
histones déacétylases (HDAC) dans la myélinisation
des axones. La délétion du géne codant une HDAC
(PHDAC11) permet d’améliorer les symptomes cliniques
dans I'encéphalomyélite auto-immune expérimentale
(EAE), un modele murin de SEP [39]. Uinhibition de
I’expression de cette protéine aurait un effet positif sur
la différenciation des cellules précurseurs d’oligoden-
drocytes et des cellules souches neuronales et donc
aiderait a la reconstruction de la gaine de myéline.
L'opicinumab®, un anticorps monoclonal spécifique
de Lingo-1 (leucine-rich repeat and immunoglobu-
lin-like domain-containing protein 1), une protéine
extrémement conservée présente au niveau de la gaine
de myéline, a été testé [40]. Cet anticorps, qui inhibe
Lingo-1, stimule la prolifération et la différenciation
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des cellules précurseurs d’oligodendrocytes que cette protéine bloque
[40]. Chez I’animal, aprés administration de cet anticorps, on observe
une moindre destruction des gaines de myéline, une meilleure préser-
vation des fibres nerveuses, une atténuation des signes cliniques, et
une remyélinisation plus efficace. Des essais cliniques ont été réalisés
et une amélioration de la conduction du nerf optique a été observée
dans la névrite optique [41]. Malheureusement, aucun effet n’a été
obtenu dans la SEP rémittente [42]. Les essais cliniques se poursuivent
en introduisant des critéres d’inclusion mieux adaptés.

La clémastine, un antagoniste antihistaminique des récepteurs H1 de
I’histamine, a également montré des effets remyélinisants dans des
modeles expérimentaux animaux. Chez des patients atteints de neu-
ropathie optique chronique, on a pu observer une amélioration de leur
état et des essais cliniques sont toujours en cours [43].

Les SIPR sont exprimés par de nombreuses cellules impliquées dans
la myélinisation (cellules microgliales, oligodentrocytes, cellules
progénitrices d’oligodendrocytes) [44]. Dans un modéle in vitro de
démyélinisation induite chimiquement sur des cultures de sphéroides de
télencéphale de rat, I'activation des S1PR par le fingolimod ou le siponi-
mod permet d’augmenter I’expression des marqueurs de remyélinisation
[45]. In vivo, dans un modéle murin, le fingolimod favorise la régéné-
ration nerveuse du nerf sciatique et, ex vivo, il stimule la production de
myéline [46]. Cet effet de stimulation n’a cependant pas été confirmé
dans le modele animal d’induction de démyélinisation par la cuprizone
[47], bien qu’'un effet neuroprotecteur ait été observé, y compris avec
le siponimod [48]. Les SIPR et leurs modulateurs, en développement,
représentent ainsi un champ d’étude tres intéressant dans un contexte
protecteur, mais également stimulateur de myélinisation.

La biotine (ou vitamine B7) & haute dose, c’est-a-dire a des concen-
trations mille fois supérieures a celles recommandées pour un sujet
sain, permet de réduire les symptémes des SEP progressives primaires
et secondaires. La biotine activerait des enzymes impliqués dans
la biosynthése de la myéline et dans la production d’énergie dans
les axones démyélinisés [49]. Elle est actuellement délivrée par les
pharmacies hospitalieres a des patients déja traités en attendant une
demande formelle d’autorisation de mise sur le marché.

Les thérapies fondées sur les cellules souches

Initié il y a déja une vingtaine d’années, le traitement de la SEP a 'aide
de cellules souches reste une voie encore prometteuse. Deux procé-
dures ont été décrites [50].

La premiere fait appel a une immuno-ablation chimique a I'aide de
cyclophosphamide et de rATG (une préparation d’immunoglobulines
anti-thymocytes) [51, 52] suivie d’une transplantation autologue de
cellules souches hématopoiétiques (aHSC). immuno-ablation par irra-
diation du corps entier n’est plus réalisée, en raison de toxicités sévéres.
Cette thérapie immuno-ablative, suivie d’une thérapie immuno-recons-
titutive a P'aide de cellules hématopoiétiques, est considérée comme
permettant au systeme immunitaire du patient de reprendre un état
pré-pathologique. Uentrée en phase aplasique, caractérisée par un taux
extrémement bas de cellules hématopoiétiques dans le sang, nécessite
’administration en paralléle de traitements antiviraux et antibacté-
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riens. De nombreux essais cliniques ont été réalisés chez
des patients présentant une SEP tres active et réfractaire
aux traitements pour lesquels cette thérapie a permis
d’induire des rémissions et une amélioration de leur
état [51-53]. Lefficacité et la sireté des traitements
sur le long terme nécessitent cependant encore d’étre
évaluées.

La deuxieme thérapie est également une thérapie cellu-
laire. Elle repose sur I'injection aux patients de cellules
multipotentes possédant a la fois des propriétés immuno-
modulatrices et régénératrices. Des études précliniques
ont été réalisées a I'aide de cellules souches mésenchy-
mateuses (MSC), neuronales (NSC), embryonnaires (h€SC)
ou pluripotentes inductibles (iPSC) [50]. Dans le modéle
de souris présentant une encéphalomyélite auto-immune
expérimentale (EAE), injection de MSC conduit a la dimi-
nution de linfiltration des cellules immunitaires, de la
démyélinisation et des dommages axonaux. Chez ’lhomme,
de nombreuses études, réalisées dans des cohortes
réduites, ont permis d’explorer la faisabilité et la sécurité
de la transplantation de ces cellules. Leur injection a des
patients s’est révélée avoir un bon profil de sécurité, mais
une efficacité trés variable [54]. Un essai clinique mul-
ticentrique de phase I/1l, appelé MESEMS (mesenchymal
stem cell for multiple sclerosis) actuellement en cours
[55] devrait permettre d’évaluer avec certitude le profil de
sécurité et Iefficacité de ce traitement. Les autres types
de cellules souches sont I'objet de recherches qui sont
essentiellement au stade préclinique avec quelques essais
de sécurité chez ’homme [56]. Si peu d’effets secondaires
défavorables ont été observés avec ces thérapies cellu-
laires, il existe néanmoins, sur le long terme, un risque non
négligeable de transformation maligne.

Les voies de recherche de traitements palliatifs et
curatifs de la SEP sont prometteuses. Les causes de
la démyélinisation sont multiples. Elles reposent sur
les lymphocytes T, les lymphocytes B et la sécrétion
d’anticorps, ainsi que sur la production de cytokines.
La connaissance des mécanismes a I"origine de I’infil-
tration anormale des cellules immunitaires a travers
la barriere immuno-encéphalique reste essentielle. La
compréhension globale des phénomenes inflammatoires
et immunitaires participant a la pathogenése de la SEP
permettra ainsi de traiter de maniere durable et peut-
étre d’éviter "apparition de la maladie. ¢

SUMMARY

Multiple sclerosis (MS) is a disease of the central ner-
vous system with a very debilitating inflammatory com-
ponent that usually affects young people (years 20-40).



This disease is characterized by the progressive destruction of the myelin
sheath of the axons by the cells of the immune system, which results in
neuronal degeneration. The T and B lymphocytes are the main players in
this disease, which can be remittent with relapses or progressive. Among
the drugs used to treat MS is the immunosuppressor fingolimod, the targets
of which are the sphingosine 1-phosphate receptors. This molecule acts
orally by preventing lymphocytes from leaving the thymus and lymph nodes
and from reaching inflammatory brain foci. Other immunosuppressive drugs
affecting sphingosine 1-phosphate receptors are under development and

an intense search for curative drugs and treatments is being conducted. ¢
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> Les lymphocytes T CD4 jouent un rdle clé dans
le maintien de I'intégrité de I’organisme contre
les dangers endogenes et exogénes. Ces cel-
lules représentent donc un espoir thérapeutique
majeur dans de nombreuses situations physio-
pathologiques. Dans cette synthese, nous dis-
cuterons des mécanismes moléculaires qui défi-
nissent I'identité et les fonctions de ces cellules
en réponse aux signaux de I’environnement. Nous
nous intéresserons plus particulierement aux
voies épigénétiques qui coordonnent leur diffé-
renciation et leur plasticité. Des données récentes
de la littérature suggerent qu’elles pourraient
agir en régulant I'activité de séquences dérivées
de rétrovirus endogenes qui auraient été coop-
tées en modules cis-régulateurs de génes pour le
bénéfice de I’hote. <

Les lymphocytes T CD4 sont des cellules immuni-
taires extrémement efficaces pour protéger I'organisme
contre les dangers exogenes, tels que les virus, les bac-
téries ou les parasites. De nombreuses données de la
littérature montrent aussi que ces cellules ont un rdle
clé dans le processus d’immunosurveillance qui limite
I’apparition et le développement de tumeurs [1]. Leur
manipulation est donc porteuse d’immenses espoirs en
clinique humaine, notamment en cancérologie et dans
le domaine des maladies infectieuses. Lefficacité des
lymphocytes T CD4 dépend de leur capacité a adapter
leur phénotype et leurs fonctions au type de danger
détecté par les cellules de I'immunité innée. Selon la
nature de la menace, les cellules présentes dans les
tissus Iésés émettent en effet des signaux molécu-
laires différents qui engagent les lymphocytes T CD4
naifs dans des lignages fonctionnellement distincts
appelés T helper (Th) [2,3]. Nous allons ici discuter des
mécanismes moléculaires qui contrélent 'activation, la
différenciation et la plasticité des lymphocytes T. Nous
nous intéresserons tout d’abord aux voies de régulation
épigénétiques dépendant de la marque H3KIme3, qui
correspond a la triméthylation de I’histone H3 sur sa
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lysine 9, et aux éléments génomiques impliqués dans ces processus.
Nous envisagerons enfin comment les découvertes récentes pourraient
se traduire en avancées thérapeutiques dans un avenir proche.

Activation et différenciation des lymphocytes T CD4

Les lymphocytes T CD4 sont donc des cellules extrémement plastiques,
capables d’ajuster qualitativement et quantitativement leur program-
mation afin de délivrer une réponse adaptée au danger détecté. Lors
d’une infection par un agent pathogéne intracellulaire, I'IFN-y (inter-
féron-y) et I'IL(interleukine)-12 produits notamment par les cellules
de 'immunité innée, coordonnent par exemple un programme dévelop-
pemental qui aboutit a la différenciation des lymphocytes en cellules
Thl, notamment caractérisées par I'expression du facteur de trans-
cription T-bet et par la production d’IFN-y (Figure 1). €n revanche,
si un helminthe (vers parasite intestinal) pénétre dans I'organisme,
les lymphocytes T CD4 spécifiques de ce pathogeéne se différencieront
vers un phénotype Th2. lls exprimeront alors GATA-3 et produiront des
quantités importantes d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13.

Quel que soit le lignage T helper considéré, la différenciation des
lymphocytes T CD4 obéit & un méme schéma (Figure 1). Leur activa-
tion initiale nécessite I’intégration de trois types de signaux [4,5]. Le
signal antigénique, exposé sous la forme de complexes entre les molé-
cules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) et des peptides
provenant du pathogéne & la surface des cellules dendritiques (DC),
garantit la spécificité de la réponse immunitaire. Il est détecté par les
lymphocytes T grice & leur récepteur de I’antigene (T Cell Receptor,
TCR). Le deuxiéme signal, dit « de co-stimulation », implique I’inte-
raction entre les molécules CD28 et CD80 ou CD86, exprimées respec-
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tivement a la membrane des lymphocytes T et des DC. Il a notamment
un rdle clé dans la survie cellulaire et la régulation du métabolisme
énergétique. Le troisieme signal prend souvent la forme de cytokines
sécrétées par les cellules dendritiques ou par des cellules tierces. Il est
qualifié de polarisant car il instruit le choix du lignage de la cellule. Ce
sont donc les facteurs de transcription mobilisés en aval des récep-
teurs des cytokines qui vont conférer la spécificité de programmation
a chaque lignage T helper.

La plupart des récepteurs des cytokines impliqués dans la programma-
tion des lymphocytes T CD4 activent des évenements de signalisation
qui aboutissent & I’activation des protéines STAT (signal transdu-
cer and activator of transcription)[6]. C’est notamment le cas des
récepteurs de I’IL-12 et de I'IFN-y qui coordonnent I’engagement des
lymphocytes T naifs dans le lignage Thl en mobilisant respectivement
STAT-4 et STAT-1. Une fois activés par les tyrosines kinases JAK (Janus
kinase), ces facteurs de transcription vont rejoindre le noyau afin
d’induire I’expression du master regulator spécifique du lignage (e.g.
T-bet, pour le lignage Th1 ; GATA-3, pour le phénotype Th2) et d’initier
I’expression des cytokines effectrices [6]. Sous I'effet du master regu-
lator et des protéines STAT mobilisées par les cytokines sécrétées par
les lymphocytes T et les cellules du microenvironnement, un ensemble
restreint de facteurs de transcription se met en place. Cest ce réseau
de régulateurs transcriptionnels qui coordonne de fagon dynamique le
programme développemental qui permettra in fine aux lymphocytes T
d’acquérir des fonctions effectrices propres au lignage, et adaptées a
I’éradication du danger.

Une fois différenciés, et selon le contexte physiopathologique, les
lymphocytes T helper vont devoir transmettre leur programmation a
leur descendance sur de multiples cycles de division, notamment lors
de la phase d’expansion clonale qui permet a une cellule spécifique
d’un danger de générer des millions de cellules filles identiques et
de méme spécificité. Conserver la programmation établie lors de
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Figure 1. Hétérogénéité et plasticité du com-
partiment T CD4. U'intégration du signal anti-
génique (CMH:p/TCR), du signal de co-stimu-
lation (CD86/CD28) et du signal polarisant
(cytokines) permet au lymphocyte T (D4 naif
de se différencier vers le phénotype T helper
(Th) adapté au danger (seules les princi-
pales populations de Th sont représentées).
Lors de leur différenciation, les lymphocytes
T perdent en potentialité mais conservent
une certaine plasticité, variable selon les
lignages. Ces processus d’engagement, de
détermination et de plasticité cellulaire sont
sous le contrdle de mécanismes de régulation
épigénétique, a I'interface entre Ienvironne-

ment et le génome (adaptée de [3]).

I’activation initiale est aussi nécessaire pour que les
lymphocytes T mémoires puissent garantir une protec-
tion efficace de I"organisme a long terme, méme dans
un environnement cytokinique différent. €n théorie, le
répertoire de facteurs de transcription mobilisé lors
de I’étape d’activation par les cellules dendritiques
devrait étre suffisant pour définir et maintenir I'iden-
tité des lymphocytes T helper. Les boucles de retro-
controle positif qui se mettent en place permettent en
effet a ces molécules d’étre exprimées de fagon stable,
a travers les cycles de division cellulaire. €n réalité,
Pactivité des facteurs de transcription est fortement
conditionnée par le contexte nucléaire dans lequel ils
agissent. Leur recrutement sur les régions cis-régula-
trices des locus d’intérét, tels que les promoteurs ou
les enhancers, s’accompagne d’un remodelage massif
mais ciblé de la chromatine. Cette réorganisation a
un impact immédiat sur Pactivité des autres facteurs
de transcription et conditionne, a plus long terme, la
réponse de la cellule aux signaux environnementaux.
Ce remodelage épigénétique, initié par les facteurs de
transcription et orchestré par des acteurs moléculaires
qui restent encore largement a identifier, joue un rdle
clé dans la biologie des lymphocytes T CD4 [2,7]. €n
rendant accessibles les locus spécifiques du lignage
aux facteurs trans, il permet, par exemple, une forte
expression des génes d’intérét tels que ceux qui codent
les cytokines effectrices. A Pinverse, les facteurs de
transcription mobilisés vont aussi verrouiller des locus
propres aux phénotypes alternatifs. Ces mécanismes de
répression génique ont un réle causal dans la définition
de Iidentité des lymphocytes T [7-10]. Ceci explique



pourquoi ces mécanismes de régulation épigénétique sont aujourd’hui
I’objet de beaucoup d’attention. Mieux les caractériser pourrait en
effet permettre d’identifier des molécules chromatiniennes sur les-
quelles agir afin de stimuler la génération de lymphocytes T mémoires
dans un contexte vaccinal. Dans des situations physiopathologiques
dans lesquelles la plasticité des lymphocytes T est délétére pour
I’organisme, comme lorsque I’environnement tumoral désarme les
lymphocytes Thl censés éradiquer la tumeur, caractériser les voies de
régulation épigénétique qui contrdolent I'ouverture et la fermeture de
la chromatine au niveau des genes spécifiques des cellules T helper
devrait aussi permettre d’identifier de nouvelles cibles thérapeu-
tiques qui permettront de restaurer une immunité protectrice. Pour
des raisons fondamentales et dans un but thérapeutique, il est donc
aujourd’hui nécessaire de caractériser les voies moléculaires qui
controlent la biologie des lymphocytes T au niveau de la chromatine.

Régulation épigénétique de I’expression génique

Le génome nucléaire humain, long d’environ deux métres, ne se trouve
jamais sous forme d’ADN nu a 'intérieur des cellules. Il est organisé et
compacté dans leurs noyaux par de petites protéines basiques, les his-
tones, qui ont une masse moléculaire d’environ 15 kDa et qui sont phy-
logénétiquement tres conservées. L'ensemble
ADN et histones forme la chromatine dont

(=») Voir la Synthese

de A. Bertin et S. Mangenot,
m/s n° 8-9, aoiit-septembre
2008, page 715

I’unité de base est le nucléosome [11] (=9).
Deux copies des histones H2A, H2B, H3 et H4
s’associent pour en former le coeur protéique autour duquel s’enroule
le brin d’ADN sur une longueur d’environ 146 paires de nucléotides
(Figure 2). Chez les eucaryotes, le nucléosome correspond au pre-
mier niveau de compaction de I'information génétique nucléaire.
A ce stade, la chromatine prend la forme d’un collier de perles de
onze nanometres de diameétre, les nucléosomes étant reliés entre
eux par de I’ADN de liaison. C’est sous cette forme de chromatine
ouverte, appelée euchromatine, que se trouve les locus contenant
les génes exprimés par chaque cellule (Figure 2). Les régions du
génome contenant des genes qui leur sont inutiles, car appartenant
par exemple @ un autre lignage, sont compactées sous forme de
fibres pouvant atteindre plusieurs centaines de nanometres, ce qui
permet de prévenir le recrutement de protéines trans-activatrices
et d’inhiber ainsi I’expression génique. Cette chromatine compacte,
qui peut éventuellement étre déverrouillée, prend le nom d’hété-
rochromatine facultative. Entre ces deux situations extrémes, de
nombreux locus existent sous une forme ambivalente (poised), préts
a étre mobilisés, ou au contraire verrouillés, selon les informations
environnementales qui seront recues et intégrées par la cellule
(Figure 2). C’est notamment le cas des génes qui codent les cyto-
kines et les master regulators des différents lignages T helper dans
les lymphocytes T naifs. Le géne Ifng, qui code "IFN-y caractéristique
du lignage Thl, sera par exemple complétement ouvert et relaché si
la cellule se différencie dans ce lignage, ou, au contraire, compacté
sous forme d’hétérochromatine facultative si elle s’engage dans le
lignage antagoniste Th2 [7-9,12].
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Les mécanismes de régulation qui contr6lent la compac-
tion et le relachement de la chromatine, et donc "expres-
sion des genes, impliquent le dépot sur I’ADN et les his-
tones de marques épigénétiques qui, bien que réversibles,
sont transmissibles au cours des divisions cellulaires. Ce
marquage est catalysé par différents types d’enzymes
regroupées sous le nom de chromatin writers. A quelques
rares exceptions pres, leur positionnement sur la chro-
matine n'a pas d’effet biologique per se. Ces marques
servent de point d’ancrage a des chromatin readers qui
permettent "assemblage de complexes protéiques multi-
mériques qui, une fois échafaudés, modifient la compo-
sition, la structure et la fonction de la chromatine. Selon
la marque épigénétique, sa localisation sur le génome,
et le contexte chromatinien environnant, des complexes
différents sont assemblés. Ceci explique que certaines
marques, qualifiées de « permissives », sont associées
a des effets positifs sur I’expression génique alors que
d’autres, présentées comme « répressives », sont impli-
quées dans la répression de la transcription. Les marques
épigénétiques ciblent les deux composantes principales
de la chromatine, I’ADN et les histones.

La méthylation de I’ADN consiste en I’ajout d’un grou-
pement méthyl sur le carbone 5 d’un résidu cytosine
dans un contexte de di-nucléotide CpG, par une ADN
méthyltransférase (DNMT) [13]. Lorsqu’elle affecte des
régions cis-régulatrices, elle est de fagon quasi-sys-
tématique associée a la répression de la transcription.
Les cytosines méthylées peuvent directement interférer
avec le recrutement de facteurs de transcription, servir
de point d’ancrage a des methyl-CpG-binding proteins
(MBP) qui entrent en compétition avec des molécules
trans-activatrices, ou permettre le recrutement de
complexes multimériques qui vont catalyser la déposi-
tion et la propagation d’autres marques répressives et
la compaction de la chromatine [13]. La méthylation de
I’ADN, lorsqu’elle est présente sur le corps des genes, a
également été associée a des régions actives d’un point
de vue transcriptionnel et a I’épissage alternatif.

Les modifications post-traductionnelles covalentes des
histones sont des marques épigénétiques qui jouent
aussi un role majeur dans la régulation dynamique de
I’expression génique. Les quatre histones de cceur sont
des protéines riches en résidus lysine et arginine, des
acides aminés basiques dont la charge positive permet
une interaction avec les groupements phosphate de
I’ADN chargés négativement. Elles possédent un domaine
carboxy-terminal globulaire trés conservé contenant un
domaine histone fold qui permet leur hétérodimérisa-
tion. Leur extrémité amino-terminale, plus variable et
dépourvue de structure secondaire, s’expose a la surface
du nucléosome. C’est elle qui est la cible de la plupart des
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Figure 2. La régulation de [’expression
génique dépend de mécanismes épigéné-
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modifications post-traductionnelles susceptibles de modifier la charge
de I’histone, les interactions protéine/ADN et protéine/protéine. Les
acides aminés les plus soumis @ modifications, qui incluent I'acétylation,
la méthylation, la phosphorylation, la SUMOylation et I'ubiquitination,
sont les résidus lysine, arginine, sérine et thréonine. Au cours des dix
derniéres années, de nombreux travaux ont notamment documenté un
role clé pour I"acétylation et la méthylation des lysines.

U'acétylation des lysines par les histones acétyltransférases (HAT)
concerne principalement les résidus présents au niveau des extrémités
amino-terminales des histones H3 et H4. Elle est systématiquement
associée a des locus dont la transcription est active et elle a deux
conséquences principales. Elle aboutit tout d’abord a la neutralisation
de la charge positive de I’acide aminé, ce qui favorise le recrutement
de la machinerie de transcription en diminuant I'interaction élec-
trostatique entre le filament d’ADN et les histones. U'acétylation des
lysines permet aussi le recrutement de protéines & bromodomaine (e.g.
HAT, co-activateurs de la transcription) qui auront un effet positif sur
I’expression génique.

Les conséquences de la méthylation des lysines sur les fonctions du
génome sont beaucoup moins stéréotypées. En effet, selon le résidu
et I’histone ciblés, le nombre de groupements méthyl ajoutés et la
localisation de I’histone sur le génome, la méthylation peut étre asso-
ciée a une régulation positive ou négative de I'expression génique.
La triméthylation de la lysine 4 de I’histone 3 (H3K4me3) est, par
exemple, retrouvée au niveau des promoteurs actifs ot elle est impli-
quée dans "assemblage du complexe de pré-initiation de la transcrip-
tion [14]. La monométhylation du méme résidu (H3K4mel) est une
marque caractéristique non pas des promoteurs mais des enhancers
actifs (H3K27ac") et poised (H3K27ac™), c’est-a-dire en pause mais
préts a étre activés ou réprimés selon les signaux regus par la cellule
(Figure 2). Les enhancers réprimés sont dépourvus d’H3K4mel, mais
sont par contre enrichis en H3K27me3, une marque catalysée par
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sur lequel elles sont présentes, ces struc-
tures sont compactées afin de prévenir le
recrutement des facteurs de transcription
(TF) et donc Iexpression génique, ou, &
I’inverse, déplacées et reldchées pour per-
mettre Iinitiation ou I"amplification de
la transcription. Des voies épigénétiques
complexes, impliquant différentes modifi-
cations des régions amino-terminales des

histones, contrdlent ces processus.

I’histone méthyltransférase €zh2 (enhancer of zeste
homolog 2) qui fait partie du complexe répresseur PRC2
(polycomb repressive complex 2).

La marque H3K9me3 est elle-méme extrémement ver-
satile [15]. Elle a été historiquement associée a la
formation de I’hétérochromatine constitutive [16,17],
c’est-a-dire aux régions péricentromériques et télomé-
riques du génome, pauvres en génes codants, riches en
éléments répétés, et dont la chromatine est condensée
dans toutes les cellules et a toutes les étapes du cycle
cellulaire. Elle a depuis été impliquée dans la régulation
positive et négative de I’expression génique. H3KIme3
permet notamment la répression de promoteurs de genes
codant des régulateurs développementaux et le main-
tien de la pluripotence des cellules souches embryon-
naires [18]. Chez I’adulte, la répression de I'expression
génique dépendant de H3K9me3 dans I'euchromatine et
’hétérochromatine facultative est également nécessaire
pour définir et maintenir I’identité cellulaire [8,9,19].
Cependant, H3K9me3 peut également étre retrouvée sur
le corps des genes transcriptionnellement actifs ol elle
serait impliquée dans I’élongation de la transcription et
I’épissage alternatif [20,21]. Cette marque, extréme-
ment versatile, régule donc de nombreuses fonctions du
génome. Son r6le dans la biologie des lymphocytes T CD4
commence juste a étre révélé.

H3K9me3 joue un rdle clé dans la différenciation
et la stabilité des lymphocytes T

La marque H3K9me3 peut étre déposée par différentes
lysine méthyltransférases, notamment celles de la



famille SUV39H (histone-lysine N-methyltransferase) qui inclue
SUV39HI, SUV39H2 et SETDBI. Bien que SUV39HI et SUV39H2 aient
initialement été associées a I’échafaudage de I’hétérochromatine
constitutive [17], des travaux récents ont mis en évidence un rdle de
SUV39H1 dans la régulation de I’expression génique dans les lympho-
cytes T (Tableau 1). Dans les lymphocytes Th2,
la voie épigénétique SUV39H1/H3KIme3 réprime

(=») Voir la Nouvelle
de €. Zueva, m/s
n° 12, décembre 2012,

le promoteur du géne Ifng et est ainsi impliquée
page 1032

dans la stabilité du lignage Th2 [8,22] (=P).
Limportance fonctionnelle de cette voie a également été décrite
récemment dans la différenciation des lymphocytes T CD8 effecteurs et
mémoires [23]. Il a notamment été montré que SUV39H1 est nécessaire
a la répression des genes associés a la mémoire immunologique dans
les lymphocytes T CD8 activés qui s’engagent dans le lignage effecteur.
Tout comme SUV39HL et SUV39H2, SETDBL (SET domain bifurca-
ted histone lysine methyltransferase 1) a aussi été impliquée dans
I’assemblage de I’hétérochromatine constitutive et dans la régulation
dynamique de I’expression génique dans différents types cellulaires
incluant les cellules T [9,24-26] (Tableau I). Dans les lymphocytes
Th17, la voie de co-stimulation dépendante d’0X40 induit par exemple
le recrutement de SETDBI sur le locus /[17 ce qui aboutit a sa répres-
sion [26]. Notre équipe a aussi récemment documenté un role clé pour
cette enzyme dans la biologie des lymphocytes Thl et Th2, notamment
via la répression de rétrovirus endogenes (ERV) qui auraient, au cours
de I’évolution, été cooptés en modules cis-régulateurs de génes Thl

[91.

Laxe SETDB1/H3K9me3 contrdle I’identité des [ymphocytes
Th2 en réprimant des rétrovirus endogénes cooptés
en modules cis-régulateurs des genes Thl

Les séquences dérivées de rétrovirus endogenes représentent pres de
10 % du patrimoine génétique de I’homme et de la souris. Elles cor-
respondent a des vestiges de génomes rétroviraux dont I’activité de
transposition, potentiellement dangereuse, a di étre réprimée par
les cellules hotes a I’aide de mécanismes épigénétiques impliquant
la méthylation de I’ADN et la marque H3K9me3 [27-29]. Au fur et &
mesure de leur découverte, les ERV ont été classés et nommés en fonc-
tion du rétrovirus exogéne dont ils sont le plus proches. Chez "lhomme,
ils ont ainsi été répartis en trois classes selon leur lien de parenté
avec les gammarétrovirus (classe 1), les bétarétrovirus (classe I1) ou
les spumavirus (classe 111). Il est également commun qu’une ou deux
lettres ai(en)t été ajoutée(s) au début de leur nom, pour indiquer
I’espece dans laquelle ils ont initialement été identifiés. Les HERV et
Mu€RV ont, par exemple, été respectivement décrits pour la premiere
fois chez ’lhomme et la souris. Le génome des ERV est essentiellement
constitué des génes gag (protéine d’encapsidation), pol (transcrip-
tase inverse) et env (protéine d’enveloppe), qui codent des protéines
essentielles a la réplication virale. Leur expression est régulée par des
séquences LTR (long terminal repeats), généralement dupliquées aux
extrémités des séquences codantes et comprenant des régions initia-
trices et régulatrices de la transcription [30].

m/s n® 2, vol. 36, février 2020

Les ERV, comme les autres éléments transposables,
n’ont pas seulement représenté un danger pour nos
organismes. Ils ont également été de formidables
moteurs de I’évolution. Des études récentes suggerent
en effet que ces éléments génomiques ont été détour-
nés en modules cis-régulateurs pour le bénéfice de
I’hdte. lls auraient notamment un réle clé dans la régu-
lation de réseaux géniques impliqués dans la protection
de I'organisme contre les agents pathogénes [9,30—34].
Au cours de I’évolution, les génes codant les protéines
virales ont été excisés du génome par recombinaison
homologue entre les séquences LTR qui les flanquent.
Les LTR « solo » ainsi générés représentent aujourd’hui
90 % des séquences dérivées d’ERV chez I"homme
[30,35]. Ce sont ces séquences, de par leur capacité
intrinséque a recruter des facteurs de transcription, qui
ont largement été cooptées en éléments cis-régulateurs
de I'expression des genes. Il est par exemple estimé que
20 % des sites de fixation pour de nombreux facteurs
de transcription tels que p53, 0CT4, SOX2, et NANOG
dérivent de LTR solo chez ’lhomme comme chez la sou-
ris. La présence de sites d’épissage donneur, conservés
dans certaines classes d’ERV ou générés par mutation, a
aussi probablement contribué a leur cooptation en tant
que promoteurs alternatifs. C’est le cas par exemple
de la séquence consensus de I’€RV MalR (mammalian
apparent retrotransposon) qui contient un site d’épis-
sage donneur a I'origine de nombreux transcrits chimé-
riques dans les oocytes de souris [36].

Comment expliquer que les séquences LTR aient ainsi pu
échapper aux mécanismes de répression épigénétique
visant a réprimer les ERV ? Comme indiqué ci-dessus,
les données de la littérature obtenues au cours de
la derniére décennie, notamment dans les cellules
souches embryonnaires, suggerent que la répression
des ERV dépend en grande partie de mécanismes
moléculaires impliquant la méthylation de I’ADN et la
déposition de la marque épigénétique H3K9me3 par la
lysine méthyltransférase SETDBL. Cette enzyme serait
ciblée sur les ERV par des protéines a doigts de zinc
et & domaine KRAB, les « KRAB-ZFP » (kriippel-asso-
ciated box domain zinc finger proteins), le co-répres-
seur transcriptionnel TRIM28 (tripartite motif-contai-
ning 28) servant d’intermédiaire moléculaire entre
les deux partenaires. Soulignons que la majorité des
séquences consensus sur lesquelles se fixent les KRAB-
ZFP se situent dans les séquences internes des ERV [32].
Comme les LTR solo en sont dépourvus, il est actuelle-
ment proposé que cela ait favorisé leur dérépression et
leur cooptation en élément enhancer ou promoteur des
génes situés a proximité [35].
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Molécule Effet biologique Référence
Nom Type
) , , Répression d’ERV cooptés en éléments cis-régulateurs de genes Thl
SETDB1 Lysine méthyltransférase . ) o L [9]
Régulation du priming Thl et de la plasticité Th2
Répression du promoteur du gene /fn
SUV39H1 Lysine méthyltransférase ,p ) P o & frg [8]
Régulation de la plasticité des cellules Th2
Répression du promoteur du gene /fn
HPla Chromatin reader ,p ) P o g frg [8]
Régulation de la plasticité des cellules Th?2
Régulation de la production d’IL-2 et de TGF-[33
TRIM28 Co-répresseur transcriptionnel ¢ . i B , [39]
Contrdle de la balance cellules Th17/celules T régulatrices
) Répression du locus FoXP3 dépendante de la SUMO €3 ligase PIAS1
HPlg Chromatin reader , . . . a ] [40]
Régulation du ratio cellules T CD4 conventionnelles/régulatrices
Contrdle du développement intrathymique des cellules T
SETDB1 Lysine méthyltransférase Répression du géne FcyRIIb dont la signalisation interfére avec la transduc- [41]
tion du signal du complexe TCR
Contrdle de "expression d’un réseau de génes impliqués dans la program-
SUV39H1 Lysine méthyltransférase mation des cellules T CD8 mémoires. [23]
Contrdle des lignages T CD8 effecteurs vs mémoires
Régulation du développement intrathymique des cellules T
TRIM28 Co-répresseur transcriptionnel ~ Controle de la réponse des cellules T aux signaux cytokiniques et antigé- [42]
niques
. , , Contrdle du développement intrathymique des cellules T
SETDB1 Lysine méthyltransférase , , R o o [43]
Répression du géne FcyRIIb dont la signalisation réprime I'activation de ERK
Régulation de I’expression du co-récepteur CD4 dans les thymocytes en
HP1b Chromatin reader cours de développement et les cellules T matures [44]
Répression d’un silencer du géne CD4
) Accumulation sur le corps du géne /(2 dans les cellules T activées
HP1g Chromatin reader . ) . . ) L. [20]
Role dans la régulation positive de I’expression génique ?
. , , Répression du locus /[17A dépendante de I’axe 0X40/NF-KB dans les cellules
SETDB1 Lysine méthyltransférase , p Al e [26]
Th17 (mécanisme de rétrocontrdle négatif)
, o Régulation du réarrangement du locus TCRox
TRIM28 Co-répresseur transcriptionnel [45]

Contréle du développement des lymphocytes Ta et des cellules NKT

Tableau I. Principaux travaux impliquant les voies épigénétiques dépendantes d’H3K9me3 dans la biologie des lymphocytes T CD4.

Le role des séquences dérivées d’€RV dans la régulation des réseaux
géniques, ainsi que les mécanismes épigénétiques qui contrdlent
leur activité, commencent donc a étre caractérisés dans les cellules
souches embryonnaires et les tissus adultes [9,27,30—34,37]. Notre
équipe vient notamment d’identifier le réle d’un réseau d’€RV dans
la régulation des fonctions des lymphocytes T CD4 chez la souris [9].
Nous avons montré, a I’aide de tests de différenciation in vitro et d’un
protocole d’immunisation in vivo, que les lymphocytes T CD4 naifs
déficients pour SETDBI se différencient plus efficacement en cellules
Thl que leurs contreparties sauvages, et que les cellules Th2 mutantes

m/s n® 2, vol. 36, février 2020

ne sont plus déterminées dans leur lignage. €n 'absence
de la lysine méthyltransférase, les cellules Th2 sont en
effet capables de se transdifférencier vers un phéno-
type Thl en présence d’un signal instructeur spécifique
de ce lignage. Des analyses transcriptomiques couplées
ad des expériences de ChIP-Seq (chromatin immuno-
precipitation followed by high-throughput sequen-
cing) et d’ATAC-seq (assay for transposase-accessible
chromatin with high-throughput sequencing) visant &
cartographier la distribution des marques H3K9me3,



H3K4mel et H3K27ac a travers le génome ainsi que I’ouverture de la
chromatine au niveau des locus spécifiques des lignages Thl et Th2,
nous ont de plus permis de montrer que les dérégulations observées a
I’échelle cellulaire résultaient du déverrouillage d’un groupe restreint
d’€RV normalement réprimés dans les lymphocytes T CD4. Nos don-
nées indiquent en effet que la déposition d’H3K9Ime3 par SETDBI est
nécessaire a la répression de séquences dérivées d’€RV qui agissent
comme des modules cis-régulateurs de genes clés du lignage Thl. Elles
suggerent de plus que la plupart des ERV qui régulent I"activation du
programme d’expression génique Thl ne se comportent pas comme des
enhancers de génes mais plutot comme des modules régulant I'activité
d’enhancers adjacents. Dans les cellules Th2, SETDBI serait donc ciblée
sur des séquences d’€RV spécifiques pour y déposer la marque répres-
sive H3K9me3. La propagation de la marque jusqu’au enhancer pro-Thl
adjacent aboutirait ensuite a son verrouillage et a la répression du
programme développemental associé.

Limpact de I'interaction entre les voies de régulation épigénétiques
impliquant H3K9me3 et les séquences d’€RV se comportant comme des
modules cis-régulateurs dans la régulation des réseaux transcription-
nels reste encore largement méconnu chez I’homme. Notre travail fait
cependant écho a une étude publiée en 2016 dans laquelle les auteurs
ont montré que les mécanismes de défense innés activés par I'IFN-y
dans différents types de cellules humaines dépendent de la mobili-
sation d’un panel d’€RV appartenant a la sous-famille MER4L [34].
Méme si les éléments transposables sont peu conservés entre I’lhomme
et la souris, il semble donc que les mémes processus pourraient avoir
été sélectionnés au cours de I’évolution pour controler I’identité et les
fonctions cellulaires, notamment celles nécessaires a la protection de
I’organisme.

Voies épigénétiques dépendantes d’H3K9Ime3 : des cibles
thérapeutiques potentielles ?

Le travail que nous venons de publier, associé aux données récentes de
la littérature, a donc permis d’identifier la molécule SETDB1 comme un
régulateur majeur de la biologie des lymphocytes T CD4. Cette enzyme
est en effet nécessaire pour réprimer le programme d’expression
génique Thl dans les lymphocytes T en cours de différenciation. D’un
point de vue physiopathologique, ces données suggerent que SETDBI
pourrait étre nécessaire pour prévenir I’emballement des réponses
immunitaires de type 1, et donc I"apparition d’immunopathologies,
et pour stabiliser la programmation des cellules Th2. Les réponses Thl
jouant un réle clé dans le rejet des tumeurs [38] et dans la protection
de 'organisme contre les pathogénes intracellulaires, il pourrait étre
bénéfique en clinique humaine de manipuler ’expression ou I'activité
de SETDBI afin d’amplifier la réponse immunitaire chez des patients
atteints de cancer ou développant une réponse anti-infectieuse non
protectrice. Chez des individus souffrant de pathologies immunoin-
flammatoires de type Th2, interférer directement ou indirectement
avec I'activité de cette enzyme, et plus généralement avec la déposi-
tion de la marque répressive H3K9me3 sur la chromatine, pourrait aussi
étre bénéfique. Cela devrait en effet permettre de dévier la réponse
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immunitaire vers un phénotype Thl, non pathogénique
dans ce contexte. €n accord avec cette hypothese, des
travaux récents montrent que I’inhibition de SUV39H1
par la chaetocine permet de diminuer la sévérité de la
pathologie dans un modéle murin d’asthme allergique
[8]. Cette molécule est d’ailleurs déja utilisée en cli-
nique humaine pour déstabiliser la programmation des
cellules tumorales. C’est aussi le cas d’inhibiteurs non
spécifiques de SETDBI tels que le DZNep, la mithramy-
cine A ou le paclitaxel. Dans un avenir proche, I'utili-
sation de ces agents pharmacologiques pourrait donc
permettre de rapidement traduire nos observations en
avancée thérapeutique pour I’homme. ¢

SUMMARY

Endogenous retroviruses: friend or foe of the immune
system?

Upon priming by dendritic cells, naive CD4 T lympho-
cytes are exposed to distinct molecular environments
depending on the nature of the pathological stimulus.
In response, they mobilize different gene networks that
establish lineage-specific developmental programs, and
coordinate the acquisition of specific phenotype and
functions. Accordingly, CD4 T cells are capable of diffe-
rentiation into a large variety of functionally-distinct T
helper (Th) cell subsets. In this review, we describe the
molecular events that control CD4 T cell differentia-
tion at the level of the chromatin. We insist on recent
works that have highlighted the key role of H3K9me3-
dependent epigenetic mechanisms in the regulation of
T cell identity. Interestingly, these pathways shape and
control the developmental programs at least in part
through the regulation of endogenous retroviruses-
derived sequences that have been exapted into cis-
regulatory modules of Th genes. ¢

REMERCIEMENTS

ANR - Contrats : EpiTreg (ANR-14- CE14-0021-01), InmuneTrans (ANR-
19-CE15-0022).

Région Occitanie NVEQ 2014 - Contrat : 14051291.

FRM - Contrat : AJE201212.

LIENS D’INTERET

Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét concernant les don-

nées publiées dans cet article.
REFERENCES

1. Dunn GP, Bruce AT, Ikeda H, et al. Cancer inmunoediting: from
immunosurveillance to tumor escape. Nat Immunol 2002 ; 3 : 991-8.

2. Kanno Y, Vahedi G, Hirahara K, et al. Transcriptional and epigenetic
control of T helper cell specification: molecular mechanisms underlying
commitment and plasticity. Annu Rev Immunol 2012 ; 30 : 707-31.

(7]

. 0’Shea JJ, Paul WE. Mechanisms underlying lineage commitment and
plasticity of helper CD4" T cells. Science 2010 ; 327 : 1098-102.

259



REFERENCES

&~

o

o

~

-3

o

10.

1

—

12.

13.

14,

15.

16.

17.

18.

19.

20.

2

—

22.

23.

24.

25.

26.

217.

260

. Curtsinger JM, Schmidt CS, Mondino A, et al. Inflammatory cytokines provide a third signal for

activation of naive CD4" and CD8" T cells. / Immunol 1999 ; 162 : 3256-62.

. Harding FA, McArthur JG, Gross JA, et al. CD28-mediated signalling co-stimulates murine T cells

and prevents induction of anergy in T-cell clones. Nature 1992 ; 356 : 607-9.

. 0’Shea JJ, Lahesmaa R, Vahedi G, et al. Genomic views of STAT function in CD4" T helper cell

differentiation. Nat Rev Immunol 2011 ; 11 : 239-50.

. Wilson CB, Rowell €, Sekimata M. Epigenetic control of T-helper-cell differentiation. Nat Rev

Immunol 2009 ; 9 : 91-105.

. Allan RS, Zueva €, Cammas F, et al. An epigenetic silencing pathway controlling T helper 2 cell

lineage commitment. Nature 2012 ; 487 : 249-53.

. Adoue V, Binet B, Malbec A, et al. The histone methyltransferase SETDBI controls T helper cell

lineage integrity by repressing endogenous retroviruses. Immunity 2019 ; 50 : 629-44.
Bird JJ, Brown DR, Mullen AC, et al. Helper T cell differentiation is controlled by the cell cycle.
Immunity 1998 ; 9 : 229-37.

. Bertin A, Mangenot S. Structure et dynamique de la particule coeur de nucléosome. Med Sci

(Paris) 2008 ; 24 : 715-9.

Grogan JL, Mohrs M, Harmon B, et al. Early transcription and silencing of cytokine genes underlie
polarization of T helper cell subsets. Immunity 2001 ; 14 : 205-15.

Klose RJ, Bird AP. Genomic DNA methylation: the mark and its mediators. Trends Biochem Sci
2006 ; 31 : 89-97.

Lauberth SM, Nakayama T, Wu X, et al. H3K4me3 interactions with TAF3 regulate preinitiation
complex assembly and selective gene activation. Cell 2013 ; 152 : 1021-36.

Mozzetta C, Boyarchuk €, Pontis J, Ait-Si-Ali S. Sound of silence: the properties and functions of
repressive Lys methyltransferases. Nat Rev Mol Cell Biol 2015 ; 16 : 499-513.

Lachner M, 0’Carroll D, Rea S, et al. Methylation of histone H3 lysine 9 creates a binding site for
HP1 proteins. Nature 2001 ; 410 : 116-20.

Peters AH, 0’Carroll D, Scherthan H, et al. Loss of the Suv3%h histone methyltransferases impairs
mammalian heterochromatin and genome stability. Cell 2001 ; 107 : 323-37.

Bilodeau S, Kagey MH, Frampton GM, et al. SetDB1 contributes to repression of genes encoding
developmental regulators and maintenance of €S cell state. Genes Dev 2009 ; 23 : 2484-89.
LiuJ, Magri L, Zhang F, et al. Chromatin landscape defined by repressive histone methylation
during oligodendrocyte differentiation. / Neurosci 2015 ; 35 : 352-65.

Vakoc CR, Mandat SA, Olenchock BA, Blobel GA. Histone H3 lysine 9 methylation and HP1y are
associated with transcription elongation through mammalian chromatin. Mol Cell 2005 ; 19 : 381-91.

. Saint-André V, Batsché €, Rachez C, Muchardt C. Histone H3 lysine 9 trimethylation and HP1y

favor inclusion of alternative exons. Nat Struct Mol Biol 2011 ; 18 : 337-44.

Zueva €, Allan RS, Cammas F, et al. Contrdle épigénétique de la stabilité phénotypique et
fonctionnelle des lymphocytes Th2 par la voie Suv39h1/HPla. Med Sci (Paris) 2012 ; 28 : 1032-4.
Pace L, Goudot C, Zueva €, et al. The epigenetic control of stemness in CD8* T cell fate
commitment. Science 2018 ; 359 : 177-86.

Loyola A, Tagami H, Bonaldi T, et al. The HP1o.—CAF1-SetDB1-containing complex provides
H3K9mel for Suv39-mediated K9me3 in pericentric heterochromatin. EMBO Rep 2009 ; 10 : 769-75.
Schultz DC, Ayyanathan K, Negorev D, et al. SETDB1: a novel KAP-1-associated histone H3, lysine
9-specific methyltransferase that contributes to HP1-mediated silencing of euchromatic genes
by KRAB zinc-finger proteins. Genes Dev 2002 ; 16 : 919-32.

Xiao X, Shi X, Fan Y, et al. The costimulatory receptor 0X40 inhibits interleukin-17 expression
through activation of repressive chromatin remodeling pathways. Immunity 2016 ; 44 : 1271-83.
Bulut-Karslioglu A, De La Rosa-Veldzquez IA, Ramirez F, et al. Suv39h-dependent H3K9me3 marks
intact retrotransposons and silences LINE elements in mouse embryonic stem cells. Mol Cell 2014 ;
55:277-90.

28.

29.

30.

3

—

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

4

-

42.

43.

44,

45.

Karimi MM, Goyal P, Maksakova IA, et al. DNA methylation and SETDB1/
H3K9me3 regulate predominantly distinct sets of genes, retroelements, and
chimeric transcripts in m€SCs. Cell Stem Cell 2011 ; 8 : 676-87.

Rebollo R, Karimi MM, Bilenky M, et al. Retrotransposon-induced
heterochromatin spreading in the mouse revealed by insertional
polymorphisms. PLOS Genet 2011 ; 7 : e1002301.

Thompson PJ, Macfarlan TS, Lorincz MC. Long terminal repeats: from
parasitic elements to building blocks of the transcriptional regulatory
repertoire. Mol Cell 2016 ; 62 : 766-T6.

. Rowe HM, Kapopoulou A, Corsinotti A, et al. TRIM28 repression of

retrotransposon-based enhancers is necessary to preserve transcriptional
dynamics in embryonic stem cells. Genome Res 2013 ; 23 : 452-61.

€cco G, Cassano M, Kauzlaric A, et al. Transposable elements and their
KRAB-ZFP controllers regulate gene expression in adult tissues. Dev Cell
2016;36:611-23.

Chuong €B, Elde NC, Feschotte C. Regulatory activities of transposable
elements: from conflicts to benefits. Nat Rev Genet 2017 ; 18 : 71-86.
Chuong €B, Elde NC, Feschotte C. Regulatory evolution of innate immunity
through co-option of endogenous retroviruses. Science 2016 ; 351 : 1083-87.
Friedli M and Trono D. The developmental control of transposable elements
and the evolution of higher species. Annu Rev Cell Dev Biol 2015 ; 31 : 429-51.
Peaston A€, Evsikov AV, Graber JH, et al. Retrotransposons regulate host
genes in mouse oocytes and preimplantation embryos. Dev Cell 2004 ; 7 :
597-606.

Sundaram V, Cheng Y, Ma Z, et al. Widespread contribution of transposable
elements to the innovation of gene regulatory networks. Genome Res 2014 ;
24:1963-76.

Fridman WH, Pages F, Sautés-Fridman C, Galon J. The immune contexture

in human tumours: impact on clinical outcome. Nat Rev Cancer 2012 ; 12 :
298-306.

Chikuma S, Suita N, Okazaki IM, et al. TRIM28 prevents autoinflammatory T
cell development in vivo. Nat Immunol 2012 ; 13 : 596-603.

Liu B, Tahk S, Yee KM, et al. The ligase PIAS] restricts natural regulatory T
cell differentiation by epigenetic repression. Science 2010 ; 330 : 521-5.

. Martin FJ, Xu Y, Lohmann F, et al. KMT1€-mediated chromatin modifications

at the FeyRIIb promoter regulate thymocyte development. Genes Immun
2015;16:162-9.

Santoni de Sio FR, Barde |, Offner S, et al. KAP1 regulates gene networks
controlling T-cell development and responsiveness. FASEB ) 2012 ; 26 : 4561-75.
Takikita S, Muo R, Takai T, et al. A histone methyltransferase ESET is critical
for T cell development. J Immunol 2016 ; 197 : 2269-79.

Taniuchi |, Sunshine M), Festenstein R, Littman DR. Evidence for distinct CD4
silencer functions at different stages of thymocyte differentiation. Mol Cell
2002;10:1083-96.

Zhou ZF, Yu J, Chang M, et al. TRIM28 mediates chromatin modifications at
the TCR enhancer and regulates the development of T and natural killer T
cells. Proc Natl Acad Sci USA 2012 ; 109 : 20083-9.

TIRES A PART
0. Joffre

2ND INTERNATIONAL

SCIEN

CONGRESS

SPINAL MUSCULAR ATROPHY
'PARIS-EVRY 2020

https://evry2020.sma-europe.eu/

m/s n® 2, vol. 36, février 2020



médecine/sciences 2020 ; 36 : 261-3

m's

médecine/sciences

> Les organoides constituent une approche de choix
pour modéliser a minima une maladie humaine et
tester I’efficacité thérapeutique de certaines dro-
gues. La stéatopathie métabolique ou maladie
du foie gras, dont I'incidence a considérablement
augmenté avec I'accroissement de I"obésité dans
les pays développés, se caractérise par I’accumu-
lation de triglycerides dans I’hépatocyte et une
atteinte hépatique pouvant évoluer vers la fibrose.
Il n’existe pas de traitement efficace, mais de
nombreuses pistes sont actuellement explorées.
Deux équipes américaines ont récemment utilisé
les cellules souches pluripotentes induites (iPS) et
la culture muticellulaire pour modéliser un mini-
foie stéatosique par deux approches différentes,
offrant ainsi de nouveaux outils pour tester les
drogues en cours de développement. <

’épidémie mondiale d’obésité entraine une augmenta-
tion inquiétante du nombre de personnes atteintes de
stéatose hépatique, encore appelée NAFLD (non alcoholic
fatty liver disease) [1]. La NAFLD se caractérise par une
accumulation excessive de triglycérides dans les hépato-
cytes. €lle peut évoluer vers une stéatohépatite, ou NASH
(non alcoholic steatohepatitis), puis vers la cirrhose et
ses complications, I’hépatocarcinome et I'insuffisance
hépatocellulaire. Cette maladie est asymptomatique aux
stades de NAFLD et de NASH, ce qui retarde souvent son
diagnostic. Son étude est également rendue complexe en
raison d’une part de son origine multi-factorielle, mélant
facteurs environnementaux (sédentarité, alimentation)
et génétiques (prédisposition de régulateurs métabo-
liques du foie) [2] et, d’autre part de la pertinence des
modeles murins qui sont majoritairement utilisés mais
dont le régime alimentaire et le métabolisme different de
ceux de ’homme [3]. Ainsi, les essais thérapeutiques de
molécules issues des études pré-cliniques se sont le plus
souvent soldés par des résultats peu concluants, voire
parfois contradictoires [4].

Vignette (Photo © Inserm - Inserm U49).
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Pour pallier cette difficulté, de nouvelles approches expérimentales

ont vu le jour, combinant les derniéres tech- (=) Voir la Synthése

de ).L. Galzi et al.,
m/s n° 5, mai 2019,
page 467

niques de différenciation cellulaire avec celles
des cultures multicellulaires [5, 6] (=9).

Des mini-organes humains ont ainsi été dévelop-
pés en laboratoire a partir de cellules souches pluripotentes induites
(cellules iPS) [6, 7]. Ces outils sont rapidement devenus particu-
lierement précieux pour modéliser des maladies humaines. Ainsi,
récemment, deux études « preuve de concept » ont mis en évidence
le potentiel de ces nouvelles techniques dans notre compréhension de
la NAFLD.

Des iPS déficientes en sirtuine pour modéliser un mini-foie
stéatosique humain

Dans la premiere étude, que nous avons publiée dans la revue Cell
Metabolism, notre équipe (Department of Pathology, University of
Pittsburgh, €tats Unis) a eu comme objectif de modéliser une stéatose
sur un mini-organe humain. Dans ce but, nous nous sommes intéressés
au rdle de régulateur métabolique de la déacétylase sirtuine 1 (SIRT1)
dans le développement de la NAFLD [8]. SIRTI est en effet connue
pour exercer un r6le protecteur vis-a-vis de la stéatose hépatique,
en modulant différentes voies de signalisation métaboliques, en par-
ticulier au niveau du tissu adipeux et du foie. €lle joue également un
role anti-inflammatoire au niveau des cellules macrophagiques, ce qui
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Figure 1. Intérét des modéles de mini-foie steatosique dans le traitement de la NAFLD. ’émergence de modeles de mini-foies humains issus de

cellules souches pluripotentes induites a le potentiel d’&tre utilisée pour : (1) tester le role de certains génes dans I"origine de la NAFLD en modi-

fiant génétiquement des cellules iPS saines (2), modéliser des mini-foies a partir de cellules souches issues de patients au foie stéatosique, afin

de tester des traitements a la carte.

(=») Voir la Nouvelle
de H. Gilgenkrantz et
C. Perret, m/s n° 3,

mars 2012, page 269

explique qu’en son absence, I"inflammation et le
stress oxydant contribuent a la progression de la
NAFLD vers la NASH [9] (=).

Nous avons donc modifié des cellules iPS humaines

afin de contrdler a la demande, I’expression de (=) Voir la Bréve de

H. Gilgenkrantz, m/s
n° 10, octobre 2010,
page 819

SIRT1. Pour construire un mini-foie humain, nous
avons utilisé la technique de décellularisation
d’un foie de rat [10] (=)

afin d’obtenir une matrice cellulaire servant de support a différents
types cellulaires, dont des hépatocytes humains dérivés d’iPS, des
macrophages, des fibroblastes, des cellules souches mésenchyma-
teuses et des cellules endothéliales.

Des hépatocytes humains dérivés d’iPS et invalidés pour I’expression
de SIRT1 ont été utilisés pour générer de tels mini-foies. U'analyse
de ces derniers a montré qu’ils se gorgeaient rapidement de gout-
telettes lipidiques, modélisant ainsi une stéatose hépatique macro-
vésiculaire, accompagné d’un profil de réponse proinflammatoire
des cellules associées. La comparaison du profil lipidique contenu
dans ces mini-foies stéatosiques reconstitués, avec des foies stéa-
tosiques humains, a révélé une surcharge de lipides identiques et

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

I’analyse des voies métaboliques induites, une acti-
vation de la majorité (41 sur 50) des voies stimulées
dans un foie stéatosique humain. Afin d’étudier la
transition entre stéatohépatite et fibrose, il sera inté-
ressant d’intégrer a I’avenir dans ce modele les princi-
pales cellules productrices de matrice extracellulaire,
les cellules étoilées. En attendant, cette stratégie
innovante consistant a modifier génétiquement des
cellules iPS humaines pour étudier le r6le de certains
genes, pourrait d’ores et déja, étre testée pour créer
d’autres tissus et modéliser d’autres maladies.

Des iPS de patients atteints de la maladie de
Wollman source d’organoides de foie stéatosique

Une approche différente, suivie par Takanori Takebe
(Division of Gastroenterology, Hepatology and Nutri-
tion & Division of Developmental Biology, Cincinnati
Children’s Hospital Medical Center, Cincinatti, Etats-
Unis), également parue dans la revue Cell Metabolism,



a quant a elle cherché a dériver des cellules iPS issues de patients
atteints de stéatose hépatique afin de déterminer les mécanismes
moléculaires et inflammatoires propres a chaque patient [11].
Takebe a tout d’abord mis un point un modéle d’organoides du
foie dérivés d’iPS humains issus de sujets sains par différenciation
séquentielle en sphéroides de I’intestin antérieur (foregut sphe-
roids) puis en tissu hépatique (liver organoids). ’addition d’acides
gras libres dans le milieu de culture a permis de reproduire la pro-
gression de la maladie, allant de la stéatose a la stéatohépatite et
a la fibrose hépatique. Ces résultats ont ensuite été reproduits en
utilisant des cellules iPS issues de patients atteints de la maladie
de Wollman, dont le déficit en lipase acide lysosomale (LIPA) induit
une accumulation massive de lipides dans différents organes, en
particulier le foie. Cette maladie autosomique récessive concerne
environ 1 personne sur 50 000 en Europe. Elle est considérée comme
la manifestation la plus sévere du déficit en LIPA. Elle se mani-
feste dés les premiéres semaines de vie et mene rapidement @ une
insuffisance hépato-cellulaire grave. Les organoides hépatiques
issus de foies de patients atteints de cette maladie ont été traités
avec I'acide obéticholique, un activateur du récepteur nucléaire
Farnésoide X (FXR), actuellement en phase 1l dans les essais thé-
rapeutiques visant a corriger la NASH. Ce traitement a permis de
diminuer "accumulation de lipides dans les organoides hépatiques,
et a prolongé leur survie, soulignant ainsi Pefficacité potentielle
de ce traitement, non seulement dans la maladie de Wollman mais
également dans la NAFLD.

Une des limites de cette étude pour affirmer la pertinence pré-cli-
nique de cette approche est cependant I’absence de caractérisation
fonctionnelle du tissu qui est obtenu. Cette nouvelle technologie
pourrait a I’avenir devenir un outil de médecine personnalisée, en
offrant la possibilité de tester différents traitements a la carte pour
chaque patient.

Conclusion

Quel que soit le type d’approche utilisée pour modéliser la NAFLD/
NASH sur des tissus humains, ces technologies restent expérimentales
et ont besoin d’étre optimisées. €n effet, la différenciation hépatocy-
taire de cellule iPS, semble encore incompleéte, ne permettant I’obten-
tion que de cellules hépatiques immatures, a mi-chemin entre hépa-
tocytes feetaux et hépatocytes adultes. Par ailleurs, ’agencement des
cellules qui forment le mini-organe n’est pas toujours optimal et induit
une variabilité phénotypique entre les modéles. Enfin, les mini-foies
stéatosiques que nous avons décrits ici ont un temps de vie limité qui
est bien inférieur a celui nécessaire pour le développement des mala-
dies hépatiques dont le spectre, en particulier I’évolution vers une
cirrhose ou un carcinome hépatocellulaire, n’est pas reproduit dans sa
totalité. Néanmoins, 'incidence galopante de la NASH et I’absence de
traitement efficace pour enrayer sa progression justifient déja pleine-
ment I’utilisation de ces modeles de foie humain stéatosique pour la
compréhension de la maladie et le développement de nouvelles cibles
thérapeutiques. ¢
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SUMMARY

Organoids offer an elegant approach to model human
diseases and test new drugs. Nonalcoholic fatty liver disease
(NAFLD) whose incidence has dramatically increased in
recent years with the rise of obesity, is defined by triglyceride
accumulation in hepatocytes, inflammation, liver injury, and
progression to fibrosis. There is currently no approved the-
rapy but many pathways are being explored. Two American
teams have created mini-steatotic livers using different
approaches, both using induced pluripotent stem cells (iPS),
thus offering new tools to test developing drugs. ¢
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nées publiées dans cet article.
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> La Guerre des étoiles, saga cinématographique
« grand public », permet de se questionner sur
la nature humaine et sur le transhumanisme. €lle
met en effet en scene différents personnages qui
ne sont ni de «vrais» humains, ni des robots,
des créatures pouvant €tre assimilées a des
humains évolués (des cyborgs, des chiméres ou
des humains génétiquement modifiés). A par-
tir de cette approche cinématographique, nous
aborderons certains moyens de modification de
la personne humaine a la fois dans son corps et
dans sa conscience, et nous nous interrogerons
sur ’homme de demain, en se demandant si
George Lucas (réalisateur du premier film) n’était
pas un visionnaire des hommes de demain. <

Il'y a 42 ans, en 1977, j’assistais au premier épisode
d’un film qui allait devenir culte : la Guerre des étoiles
de George Lucas. Aujourd’hui, en 2019, nous en sommes
au 9¢ épisode, réalisé par Jeffrey J. Abrams. Il n’a pas
pris une ride. Ce film de science-fiction montre le
combat entre le bien et le mal, avec certaines notes
religieuses ou philosophiques, et la recherche d’une
unité dans le bien pour le bonheur de tous. On y retrouve
donc des valeurs éthiques (la recherche du bien pour le
plus grand nombre). Il permet également de s’interroger
sur ce qu’est I’homme a 'aube de sa transformation
(transhumanisme) et quelle sera sa nature dans les
prochains siecles.

€n utilisant les réseaux sociaux, j’ai demandé a « mes
amis » s’ils pensaient que Dark Vador, personnage cen-
tral de I"épopée (un cyborg, ou cybernetic organism)
était « une personne humaine ». Il n’était pas question
de faire un discours philosophique sur « qu’est-ce que
I’lhomme ? » mais d’aborder la notion de « personne
humaine » de fagon simple. Une discussion s’est enga-
gée. Dark Vador est a Iorigine un humain qui a été
détruit physiquement (son corps) et psychiquement
(sa conscience) avant d’étre reconstruit et augmenté.
Il a donc un esprit (une conscience du bien et du mal),
il est libre (volonté de choisir telle ou telle action), il
pense et communique (langage, abstraction), il a des
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relations interpersonnelles et possede un corps. Quatre-vingt-quinze
pour cent des sondés pensaient donc que c’est bien une personne
humaine. J’ai alors demandé si D2-R2 et Z-6PO0, les gentils robots de la
série, étaient des personnes humaines : 100 % de réponses négatives
m’ont été retournées. J’ai enfin demandé si maitre Yoda et Chewbacca
étaient également des personnes humaines et, la aussi, 100 % de
réponses négatives. €t pourtant... Maitre Yoda, comme Chewbacca,
ont un esprit (une conscience du bien et du mal), ils pensent et ils
communiquent (langage), ils sont capables d’abstraction et ont une
conscience de la vie aprés la mort. Dans la saga, George Lucas se per-
met méme de les faire interagir avec les humains apres leur mort, sug-
gérant qu’ils aient une « dme » immortelle (Maftre Yoda). Ce qui géne-
rait pour les qualifier de personnes humaines serait I’aspect particulier
(différent) de leurs corps (et bien siir, "impossibilité probable d’avoir
une descendance avec des humains plus « standards »). George Lucas
n’aurait-il pas eu la préscience d’humains issus du transhumanisme ?
Dark Vador est issu d’une fécondation sans pére et est largement
reconstruit et augmenté, Chewbacca pourrait tres bien provenir d’une
expérience de chimérisme, et Maitre Yoda et tous ses camarades,
d’édition du génome utilisant le « gene drive » mal maitrisé. Ce sont
ces possibilités que nous allons explorer dans ce forum.

Homme créé

Notre premier exemple de transhumanisme est le personnage central
de «la guerre des étoiles » : Anakim Skywalker qui deviendra par la
suite Dark Vador.

Dans I’épisode |, il est dit qu’il est né d’une mere mais qu’il n’a pas de
pére. Il aurait été congu par « la Force ». Certains y verront une analo-
gie avec le Christ, mais je ne m’aventurerai pas dans cette voie. Donc,
Anakim n’a pas de pere. Comment a-t-il été congu ? Est-ce qu’une
telle genése de personne humaine est possible a plus ou moins court
terme ? |l semblerait que oui.



€n 2012, Shinya Yamanaka recevait le prix Nobel de physiologie ou
médecine, avec John B. Gurdon!, pour ses travaux sur la reprogramma-
tion de cellules adultes. Il avait montré qu’en modifiant génétique-
ment des cellules de peau de souris adultes (des fibroblastes) [1,2],
puis de cellules humaines [3], avec un vecteur viral codant 4 facteurs
(0ct3/4, Sox2, KIf4, c-Myc), il était possible de les rendre pluripo-
tentes. Pour rappel, une cellule pluripotente est une cellule capable
de se différencier en n'importe quelle cellule du corps humain; la
cellule pluripotente la plus connue est la cellule souche embryonnaire
(ou cellule €S) [4]. Depuis les travaux de Yamanaka, I’ensemble de la
communauté scientifique s’est attaché a perfectionner la méthode de
déprogrammation des cellules adultes et leur re-différenciation en
cellules de différents organes [5]. Les applications princeps de ses
recherches sont la création de modeles d’étude du développement
embryonnaire ou des différents organes humains [6], la genése de
modeles des principales pathologies humaines, et la thérapie cellu-
laire.

Un autre axe de recherche concerne la genése, a partir de cellules plu-
ripotentes reprogrammées, de gameétes afin de proposer des féconda-
tions in vitro a des couples souffrant d’infertilité (cette derniere ayant
pu pour un membre du couple &tre due & une chimiothérapie). Il a en
effet été montré qu’il est possible de générer des ovocytes ou des sper-
matozoides a partir de fibroblastes murins [7]. Le groupe de Ryuhei
Hayashi, Department of Anatomy and Cell Biology, Kyoto University,
au Japon, a fait la démonstration de la faisabilité de la conversion de
fibroblastes murins en cellules souches pluripotentes induites (ou iPS)
puis de la conversion de ces iPS en cellules progénitrices germinales,
puis en gamétes [8]. A partir d’une souris de genre masculin, il est
méme possible de générer & la fois des ovocytes (porteur du chromo-
some X) et des spermatozoides (porteur du chromosome X ou Y) [9].
Une fécondation entre des gametes (ovocyte et spermatozoide) tous
deux issus d’un individu mdle est donc possible. Cela a été montré chez
la souris [10]... On peut donc imaginer que ce qui a été décrit, il y a
42 ans, par George Lucas, soit la génération d’une personne a partir
d’un individu unique, est effectivement envisageable. Nous parlons
ici d’une génération d’un individu par fécondation avec des gametes.
Bien entendu, le clonage (génération d’un individu & partir d’un noyau
prélevé sur une cellule adulte et inséré dans un ovocyte énucléé) ou
la complémentation tétraploide sont également envisageables [11].
Uindividu obtenu par fécondation a partir de gameétes d’un individu
unique, ou de deux hommes distincts, ou par clonage, serait bien sir
une personne humaine. Le fait d’appartenir a I'espéce humaine ne
dépend pas de la fagon dont la conception a été réalisée (clonage
ou auto-fécondation). €n 2020, il n’a pas encore été possible, & ma
connaissance, de générer des gametes humains pouvant donner une
fécondation a partir d’un individu unique. Ceci est dd, entre autres,
qu’'a la différence des gamétes murins, les gamétes humains obtenus
a partir d’iPS gardent une empreinte épigénétique identique a celle

! The Nobel Assembly at Karolinska Institutet has today decided to award The Nobel Prize in Physiology or
Medicine 2012 jointly to John B. Gurdon and Shinya Yamanaka for the discovery that mature cells can be
reprogrammed to become pluripotent : https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2012/press-release/
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Figure 1. Dark Vador. Homme augmenté (© Render by Jonathan
Rey).

de la cellule adulte ayant permis I’obtention de I'iPS.
Toutefois de trés nombreuses équipes de recherche tra-
vaillent sur ce sujet [12].

Homme augmenté dans son corps

Anakim subira une premiere blessure dans I'épisode
numéro Il de la saga et on lui greffera un nouvel avant-
bras. On parle donc ici d’un homme soigné. Il livrera
ensuite une bataille impressionnante a la fin de I’épi-
sode Il ou il tombera dans un volcan en irruption et
sera sauvé de la mort in extremis. Il sera reconstruit a
plus de 80 % (tout le bas du corps a partir de la taille,
un bras et la moitié de la téte). Il ne respirera que grdce
a son casque et deviendra alors le célébre Dark vador
(Figure 1). Peut-on ici parler d’homme augmenté ?
de transhumanisme ? oui et non. La reconstruction
n’est pas une augmentation. Elle s’apparente & un
soin. Le fait d’utiliser une canne pour se déplacer, des
lentilles de contact pour voir, des protheses auditives
ou un ceeur artificiel n'est pas une augmentation de
’lhomme. Ce sont des soins. De trés nombreuses per-
sonnes portent des protheses plus ou moins élaborées
pour pallier un déficit moteur?. On parle de personnes
cyborg lorsque la protheése est reliée non seulement
aux nerfs et aux muscles du patient, mais qu’elle peut
également étre commandées par sa pensée® [13]. Les
patients greffés parlent de leurs protheses comme d’un
élément de leur corps, et elles sont vraiment, pour eux,
partie intégrante de leur corps.

% https://www.pinterest.de/limbionics/

¥ http://www.robotblog.fr/robots-humanoides/luke-arm-le-bras-robotique-arti-
ficiel-479
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Figure 2. Personnages de la « Guerre des étoiles » (A) ou soldats de I’larmée (B).

On parle d’augmentation lorsque les prothéses donnent un avantage
par rapport aux autres étres humains. Dans un avenir proche, nous
pourrons disposer de lentilles de contact permettant de voir plus loin
que la vision classique humaine, de voir la nuit, de zoomer sur un objet,
de lire ses mails sans ordinateur, etc. Des protheses auditives per-
mettront également d’avoir une ouie plus fine que nos congéneéres. Il
s’agira alors d’une augmentation. Les plus anciens lisant cet article se
rappelleront sirement de « Super Jaimie » et de « ’homme qui valait
3 milliards »*. Les personnages de ces séries, comme dans la Guerre
des étoiles, sont reconstruits, suite a un accident, et augmentés. lls
disposent également de membres artificiels greffés qui possedent plus
de force que des membres classiques (on court plus vite et on souléve
des poids plus importants). De telles augmentations sont possibles
de nos jours. LU'industrie de 'armement promeut des exosquelettes
capables d’augmenter la force de ses soldats, de les protéger tout en
analysant en temps réel leur condition physique’. €t, curieusement,
lorsqu’on examine les photos mises a disposition par les fabricants,
nous retrouvons les soldats de "empire de la Guerre des étoiles
(Figure 2 A, B).

Toutes ces augmentations physiques ne modifient pas la condition
des personnes. Les prothéses font partie de leur corps, elles sont leurs
corps. U&tre humain est certes augmenté mais il n’est pas transformé.
[l est difficile d’utiliser le terme de transhumanisme ici et la nature de
’homme n’est pas modifiée.

Homme augmenté (modifié) dans sa conscience
Dans I’épisode Ill, en parallele de sa transformation physique, Ana-

kim voit sa conscience se modifier sous I'influence d’une personne
extérieure, "Empereur. On dit, tout au long de la série, qu’il choisit

* https://fr.wikipedia.org/wiki/Super_jaimie
5 https://www.surplus-militaire.com/talos-armure-exosquelette-revolutionnaire-developpee-larmee-
americaine/
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«le cété obscur de la force ». George Lucas a repris
ici le mythe de Faust ot un homme « vend son dme au
diable » afin d’obtenir quelque chose. On assiste @ une
modification de la personnalité d’Anakim. Il n’arrive
progressivement plus a discerner le bien du mal et sera
asservi a une force extérieure. Est-ce toujours une per-
sonne humaine puisqu’il n’a plus de conscience, que sa
volonté est altérée, et qu’il est donc privé de liberté de
choix. Assurément oui, car de naissance (et de fonde-
ment), il en a la capacité.

Mais est-il possible, de nos jours, de prendre le contrdle
de la conscience d’un tiers ? de modifier son compor-
tement ? de le rendre incapable de discerner le bien du
mal, et de le priver de sa capacité a choisir librement
entre deux actions (ce qui est le propre de I’homme
[14]) ? Oui. De tous temps, des substances chimiques
ont été capables de modifier le comportement humain
(alcool a petite échelle, puis drogues plus ou moins
naturelles)[15]. De nos jours, le développement rapide
des neurosciences a non seulement permis une carto-
graphie précise du cerveau et une identification des
zones impliquées dans la mémorisation, la prise de
décision, le sens moral [16] mais également le moyen
de modifier le comportement d’un individu [17]. Le bal-
butiement de ces travaux est expliqué dans I’excellent
livre de Antonio R. Damasio [18]. Il raconte le cas de
cet ouvrier anglais qui, suite a un accident de mine,
a subi une Iésion importante de son cerveau. Il s’en
suivit qu’il avait perdu tout sens moral. A.R. Damasio
poursuit par des études d’imagerie du cerveau ou les
chercheurs ont cartographié les zones du cerveau acti-
vées lorsque nous prenons des décisions d’ordre moral.
Elizabeth A. Phelps et son groupe ont travaillé sur les
modifications du cerveau. Ils ont généré des impulsions
électriques, soit grace a des dispositifs externes, soit
via des puces implantées sur des volontaires. Ils ont
rapporté étre capables de modifier le comportement et
surtout le jugement des volontaires. lls sont capables
de rendre quelqu’un de phobique, normal, quelqu’un
de timoré, siir de lui; et surtout ils sont capables de
changer la perception d’un évenement par un individu.
Ce dernier peut devenir exempt de tout sens moral, sans
aucune empathie et incapable d’analyser un événement
du point de vue moral [17].

Est-ce qu’'une personne privée de sens moral par un
tiers et incapable de discerner le bien du mal est
toujours une personne humaine ? Vaste débat qui est
pris actuellement a bras le corps par les juristes nord-
américains qui proclament que quelqu’un dénué de sens
moral est irresponsable de ses actes. Ces juristes vou-
draient dépénaliser les crimes de personnes souffrant
d’altération du cerveau.



Peut-on parler de transhumanisme si on génére des personnes sous
influence par des manipulations cérébrales plus ou moins consenties ?
Difficile a dire. Comme les augmentations dans le corps, les modifica-
tions cérébrales peuvent étre transitoires. essence méme de ’homme
n’est alors pas modifiée.

Homme chimere

Quittons Anakim/Dark Vador pour nous intéresser désormais a Chew-
bacca®. Est-ce une personne ? Est-il humain ? Si on s’arréte a son
aspect physique et a sa maniére de communiquer, que seul Hans Solo’
est capable de décrypter, la question est légitime (Figure 3). Pourtant
il a une conscience, il communique, etc. Peut-on dire que George Lucas
a pensé a un descendant des chimeéres, actuellement a I’étude de nos
jours ?

La pénurie d’organes qu’il est possible de greffer de nos jours fait
que les recherches se développent non seulement sur la génération
d’organes a partir de cellules pluripotentes différenciées greffées sur
des échafaudages (ou scaffolds) biocompatibles et biodégradables
[19,20], mais également sur des organes humanisés obtenus a partir
d’animaux chiméres [5,21,22].

Les animaux chiméres sont obtenus par la fécondation in vitro d’un
animal (une souris, un cochon, etc.). ceuf fécondé, puis le zygote,
se développe jusqu’au stade blastocyste. Ce dernier est composé d’un
corps embryonnaire constitué de cellules souches embryonnaires plu-
ripotentes et d’une enveloppe, formées des cellules précurseurs des
annexes. |l est possible d’implanter dans ce blastocyste, des cellules
€S d’une autre espéce (humaines par exemple). Ainsi I’embryon, puis
le foetus, obtenu sera composé des cellules de I'animal et des cellules
humaines. Zhong et al. ont publié des feetus chiméres obtenus a partir
de cellules de porc et de cellules humaines composés de 2 % de cel-
lules humaines dans le cceur, 10 % dans les reins, etc. [23]. Wu et al.
ont voulu ensuite accroftre la proportion de cellules humaines dans
certains organes (le cceur par exemple) afin d’obtenir des organes
humanisés qui puissent étre greffés a des hommes. Pour cela, ils ont
réalisé une édition du génome d’un ceuf fécondé d’un porc afin d’inac-
tiver le géne NKX2-5 (NK2 homeobox 5) responsable de la différen-
ciation des cellules pluripotentes en cardiomyocytes. Ils ont obtenu
ensuite le blastocyste et ont incorporé des cellules iPS humaines
pouvant, elles, se différencier en cardiomyocytes. L'embryon, puis
le foetus, s’est développé. Ces auteurs ont alors montré que le cceur
du feetus était composé de 10 % de cellules humaines, montrant la
faisabilité de la technique [21, 24]. Ces recherches se développent
de fagon considérable. Mais au vu des craintes légitimes de I"opinion
publique de voir des animaux naitre avec des neurones ou des gametes
humains, un groupe japonais a récemment rapporté étre capable de
générer, grace a I’édition du génome, des animaux chiméres dépourvus
de cellules humaines dans le cerveau et les organes sexuels [25]. A

¢ Chewbacca était un Wookiee originaire de la planéte Kashyyyk. Guerrier, contrebandier et résistant, il
devint le copilote et ami de Han Solo.

" Originaire de la planéte Corellia, Han Solo est un contrebandier, pilote et ancien éléve officier impérial.
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Figure 3. Chewbacca. Homme chimere.

I’heure actuelle, il est interdit de laisser se développer
le feetus au-dela du tiers de la gestation, ceci afin
d’éviter la naissance d’animaux chimeéres homme/porc.
Mais s’il est possible de générer des cceurs humanisés
qu’il est possible de greffer, on peut penser que cette
interdiction pourrait étre remise en question, et Chew-
bacca ne serait plus alors de la science-fiction [26].
Mais est-ce qu’une chimére homme/animal serait une
personne humaine ? A partir de quel pourcentage de
cellules humaines doit-on parler de personne humaine ?
Ou d’animal ?

Homme transgénique (édition du génome et gene
drive)

Le transhumanisme ne peut pas étre évoqué sans par-
ler de I’édition du génome et du forgage génétique
(gene drive). Ce théme a largement été développé en
novembre 2018 avec la naissance de Lulu et Nana, pre-
miers bébés génétiquement modi-
fiés par Jiankui He en République
populaire de Chine [27] (=).

L’édition du génome consiste a

(=) Voir la Chro-
nique génomique de
B. Jordan, m/s n° 3,
mars 2019, page 266

inactiver ou a modifier la séquence d’un gene précis
au sein d’un génome. Elle peut affecter un seul des
deux alléles d’un géne (on obtient alors un individu
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hétérozygote pour la mutation) ou les deux (on obtient un individu
homozygote). Dans le cas des bébés Lulu et Nana, He dit avoir obtenu
un bébé hétérozygote (Nana) pour 'inactivation du géne CCR5 (C-C
chemokine receptor type 5) et un bébé homozygote (Lulu). Peut-on
parler d’augmentation de I"homme ? Comme précédemment : oui et
non. Oui car 1) CCR5 est impliqué dans la sensibilité des cellules a
une infection par le VIH-1 (virus de 'immunodéficience humaine de
type 1) [28] donc Lulu serait insensible & une infection par le virus,
et 2) CCR5 serait impliqué dans le développement cérébral et les
individus dont le géne CCR5 est muté (2 % de la population [29])
récupereraient plus vite leurs fonctions cérébrales que les individus
hétérozygotes ou homozygotes porteurs du géne en cas d’acci-
dent vasculaire cérébral ou de traumatisme crdnien [30]. €t non
car la protéine CCR5 aurait d’autres fonctions et serait impliquée
notamment dans le développement osseux [31], I'incidence d’une
rétinopathie en cas de diabete de type 1, le développement d’une
encéphalite aprés infection par le virus TEBV (virus de I’encéphalite &
tiques ou tick-borne encephalitis virus) véhiculé par les tiques [32],
la susceptibilité a la néphrite lupique et méme dans la pathogenése
du carcinome épidermoide des voies aérodigestives supérieures
[33]. On ne connait donc pas toutes les conséquences de I’inactiva-
tion du géne CCR5, méme si 2 % de la population sont homozygotes
mutés et semblent se porter trés bien. Cette

(=») Voir la Chronique
édition du génome réalisée sur des humains a pioéthique de
suscité une vive réaction de la communauté
internationale [34] (=9).

Le génome humain a été modifié ici pour la premiere fois par ’lhomme

H. Chneiweiss, m/s n° 3,
mars 2019, page 263

d’une fagon a ce que la modification soit transmissible a la descen-
dance. Un moratoire international a méme été publié [35].

Entre Lulu et maitre Yoda (Figure 4), il y a bien entendu un gouffre que
je ne saurai évoquer. Mais est-ce que la communauté scientifique, sous
la demande sociétale, va s’arréter la ? Revenons a I’exemple de ce qui
a été réalisé en termes de manipulation génétique germinale sur Lulu et
Nana. ’édition du génome a ici un intérét (si intérét il y a) uniquement
sur Lulu qui est homozygote mutée. On va dire ici que le fait d’étre
homozygote mutée lui donne, selon He, un avantage (une augmen-
tation). Lulu peut avoir des enfants. €n ayant une descendance avec
quelgu’un qui est homozygote sauvage, ses enfants perdront I'inacti-
vation du gene CCRY et n’hériteront pas de I"avantage supposé, avancé
par Jiankui He, Lulu n’est donc qu’un individu de plus sur la terre avec
un gene CCR5 inactivé. Certes cela a été obtenu par action humaine
sur le génome d’un individu mais les conséquences sur les générations
futures restent a priori limitées. C’est pourquoi le moratoire internatio-
nal condamnant I’édition du génome reste modéré, le rendant accep-
table en cas d’intérét thérapeutique.

Mais est-ce que le moratoire aurait la méme essence si la modification
génique amenait un réel avantage au bébé obtenu ? Est-ce qu’on se
limiterait a soigner le bébé a naitre sans s’intéresser aux générations
suivantes ? On ne voudrait pas que les générations suivantes rede-
viennent désavantagées. On voudrait que la modification se trans-
mette a la descendance et que le gain obtenu par la manipulation
génétique se perpétue dans des générations suivantes.
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Figure 4. Homme transgénique.

Ceci est possible grace au forgage génétique déja testé
sur différentes espeéces dont les moustiques [31-33].

Dans le forcage génétique, les médecins généticiens
inserent dans le génome de I’ceuf fécondé non seule-
ment le(s) gene(s) codant les guides d’ARN ciblant le
geéne visé, mais également le géne codant Cas9 (recom-
binase). La cellule génétiqguement modifiée contiendra
dans son génome tous les éléments nécessaires a la
modification du géne ciblé. Le gene sera ainsi modifié
sur les deux alléles dans ’ADN de toutes les cellules
de I'organisme dont les gameétes (génome haploide).
€n cas de descendance, I’hémigénome de la personne
transgénique amenera tous les éléments nécessaires
la modification génique (guides, Cas9) de I’alléle non
muté. 'hémigénome de la personne partenaire subira
donc la méme modification génique que I’hémigénome
de son partenaire. Il y aura donc une édition du génome
«naturelle » sur I’allele venant du partenaire. Leur
descendance sera donc automatiquement également
homozygote mutée. Imaginons que la modification visée
concerne un géne codant un facteur de transcription
ciblant un géne dont I'expression est impliquée dans
la croissance (le but serait d’induire un individu trans-
génique de grande taille). Dans ce cas, on modifierait
I’espéce humaine puisque la modification apportée
par 'homme se transmettrait a la descendance dont
les individus seraient tous homozygotes modifiés, donc
tous grands. Ici, on ne parle pas de réparation mais
bien d’augmentation de I'espéce humaine, car on peut
imaginer que les modifications qui seraient apportées
viseraient a améliorer le destin de ’humanité, quoique.



On pourrait méme aller beaucoup plus vite en réalisant des modifica-
tions sur des génes codant des ARN régulateurs de "expression génique
(microARN [miRNA] ou long ARN non codant). Sachant qu’un miARN ou
un long ARN non codant [39] peut moduler 'expression de plusieurs
centaines de génes, les conséquences sur I'individu modifié devraient
étre bien plus importantes.

Bien entendu de telles expériences ne sont pas autorisées a ce jour
dans I’espéce humaine. €n revanche, elles sont congues et effectuées
pour éliminer des espéces nuisibles pour I’homme (les moustiques, par
exemple) et pour améliorer des végétaux [37]. La technique est mai-
trisée. He (actuellement en prison avec deux de ses collégues) a été en
pourparlers avec des structures privées américaines afin de monter une
start-up qui proposerait aux futurs parents une édition du génome de
leurs embryons afin de leur donner des caractéristiques particuliéres®.
Est-ce que George Lucas a pressenti les effets du forcage génétique a
trés long terme sur les humains en imaginant les personnages de Maitre
Yoda, Jabba the hunt, Bib fortuna, Jan Jan Binx, Darkmaul, etc. Bien sir,
il y aura des décennies entre un Jean Martin né en 2025 et Maitre Yoda,
mais cela reste envisageable. Si cela était possible seraient-ce des
créatures assimilables a des personnes humaines ? Il semblerait que oui,
mais I"essence méme de la personne serait modifiée.

Créatures crées ex nihilo

Enfin, dans cette magnifique saga de la Guerre des étoiles, des créa-
tures résolument non humaines sont décrites. Elles sont issues de
I'imagination féconde des concepteurs. On peut citer le petit compa-
gnon de Jabba the Hunt.

Bien sir, de telles créatures pourraient étre issues de I’évolution
naturelle. €Elles pourraient aussi étre créées ex nihilo par biologie

synthétique. Cette derniere consiste a créer des (=) Voir la Synthese
de V. Baby et al., m/s
n° 10, octobre 2019 ;
page 753

organismes vivants a partir de « briques d’ADN »
synthétiques. Le pionnier dans ce domaine est
Graig Venter [40] (=).

[l existe trois techniques : une dite de bottom up, une autre de top
down et enfin IPexpansion de I'alphabet numérique. La premiére
repose sur 'assemblage de fragments d’ADN synthétiques (des geénes
minimum) afin de tenter de créer un génome. La deuxieme consiste,
a partir d’un génome déja constitué (bactérie ou méme levure), a
éliminer tous les genes qui ne sont pas indispensables a la croissance
et a la survie de I'organisme monocellulaire. A partir de ce « sque-
lette » d’ADN on ajoute des génes d’intérét afin de créer un organisme
monocellulaire capable d’avoir une fonction (synthése de cacao, de

caoutchouc, de vanille, etc.). Dans la troisiéme, un ADN semi-synthé-
(=») Voir la Chronique
génomique de B. Jordan,

tique, composé non pas de quatre lettres comme
d’ordinaire, mais de six [45] (=»), est ajouté

m/s n°® 6-T
. , L - f
au génome d’une bactérie, telle que Escherichia juin-juillet 2016,
coli. On enrichit donc le patrimoine génétique de  page 651

¥ Regalado A. Disgraced CRISPR Scientific Rad plans to start a designer-baby business. MIT Technology
review 2019. https://www.technologyreview.com/s/614051/crispr-baby-maker-explored-starting-a-
business-in-designer-baby-tourism/
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la bactérie de deux nouvelles bases azotées totalement
artificielles [41-43].

€n 2019, 'homme est donc capable de créer des orga-
nismes synthétiques, certes monocellulaires, mais
aptes a se multiplier et a exercer une fonction. On est,
bien sir, loin de la créature de George Lucas et loin de
synthétiser une personne humaine ex nihilo.

Conclusion

Depuis 42 ans, nous nous sommes appropriés les per-
sonnages de la Guerre des étoiles. Ces personnages
sortis de I'imagination de leurs concepteurs peuvent
étre assimilés a des individus issus de I’évolution accé-
lérée de I'espece humaine par transhumanisme. Il est
impressionnant de se rendre compte que des cinéastes
et scénaristes aient pu prédire, des décennies en
avance, ce que la science permettra un jour de réaliser.
Dans Bienvenue a Gattaca, le film culte réalisé en 1997,
Andrew Niccol avait imaginé la
banalisation des tests génétiques

(=») Voir la Chronique
génomique de B. Jordan,
m/s n° 1, janvier 2011,
page 103

bien avant que la société 23andMe
les rende célébres [44] (=P).
Voila qui pourrait faire réfléchir la communauté scien-
tifique sur le monde que nous souhaitons pour demain.
Dans aucune constitution, il n’y a de définition de
I’homme ou de la personne humaine. On peut définir
notre substance et elle est identique aux milliards
d’homme. Mais si on réfléchit I’lhomme en tant que
personne, chacun de nous est individuel, singulier. Il
n’y a pas de constat universel. Il existe la déclaration
des droits de "lhomme. Nous reconnaissons (du moins
dans nos sociétés européennes) la dignité humaine
(égale pour chacun) mais il n’existe aucune défini-
tion de ce qu'est "homme. Si ’homme est augmenté
par des protheses, modifié dans sa conscience ou
comporte des cellules animales, on parlera de post-
humain ; il ne sera pas modifié dans son essence. €n
revanche, si certains hommes étaient modifiés pro-
fondément par édition du génome (transhumains),
pourra-t-on parler encore d’un statut de « personne
humaine » universel ? ¢

SUMMARY

George Lucas: prophet of transhumanism?

Star Wars, a “general public” film saga, raises questions
about human nature and transhumanism. It features
different characters who are neither “real” humans
nor robots; there are creatures that can be likened to
advanced humans (cyborgs, chimeras or genetically-
modified humans). Based on the “Star Wars” movie, we
will approach some ways of modifying the human person
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both in his body and in his consciousness and we will wonder about
the man of tomorrow by asking ourselves if George Lucas (director of
the first film released) might have not been a visionary of the men of
tomorrow. ¢

LIENS D’INTERET
L'auteure déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans cet
article.
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>’enjeu d’une culture scientifique pour tous est
d’importance face a la difficulté des citoyens a cri-
tiquer les données de la science avec des arguments
rationnels, notamment en ce qui concerne la biologie
et la santé (vaccination, procréation médicalement
assistée, etc.), car le grand public ne veut plus croire
sur parole ce que disent les experts. Dans ce contexte,
rapprocher les citoyens de la recherche scientifique
représente un réel défi pour 'avenir, que les labora-
toires ouverts Tous Chercheurs' ont voulu relever. <

Mieux connaitre les méthodes de raisonnement, d’argu-
mentation et d’expérimentation de la recherche permet
a tout un chacun de se placer dans un rdle actif par
rapport aux sciences et de devenir un citoyen éclairé. Il
faut pour cela disposer des clés permettant de disséquer
le processus de production d’un résultat scientifique :
par qui (des chercheurs ou non, indépendants? ou non)
et comment (par quelles méthodes d’analyse, de quan-
tification, expériences témoins®) ce résultat a-t-il été
obtenu et validé ? Les laboratoires Tous Chercheurs se
sont fixés comme objectif de permettre a tout citoyen
d’appréhender ce processus par I’expérience, au cours de
stages de recherche. Ils ont, pour cela, investi dans trois
domaines : le temps, le lieu et les interactions.

Le temps, le lieu et les interactions

Le temps

La formation a Iinvestigation scientifique, qui comprend
I’éducation a la curiosité (questionnement), la compré-
hension d’un probléme posé, I'imagination (I'invention

! Le réseau Tous Chercheurs comprend actuellement les laboratoires de Marseille
(biologie/santé) depuis 2004 (téte de réseau), Hippocampe Math (mathématiques)
depuis 2005 et les trois laboratoires de la région Grand Est, & Metz (développement
durable, mesures physiques) et a Vittel (physico-chimie, écotoxicologie de I’eau)
depuis 2016, et a Nancy (biologie et microbiologie) depuis 2018.

? Chercheurs indépendants : qui ont mené une recherche en I’absence de toute
relation commerciale ou financiére pouvant étre interprétée comme un conflit
d’intéréts potentiel.

¥ Expériences témoins : chaque expérience témoin différe de I’expérience principale
par un seul facteur. Si les résultats sont différents c’est par conséquent le facteur
différent au départ qui en est responsable. Les expériences témoins sont indispen-
sables a la vérification de tout résultat.
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d’un monde possible [11]), "expérimen-
tation avec du matériel scientifique de
pointe, la discussion argumentée des
résultats (esprit critique), la compré-

pascale.frey-klett@inrae.fr

hension de ses erreurs, et la communi-
cation, ne peut se faire sur des temps courts. C’est pourquoi sont privilé-
giés les stages de plusieurs jours ou les camps d’été, si possible récurrents,
ainsi que les recherches participatives.

Le lieu

Les stagiaires travaillent dans des laboratoires ouverts au public (open
labs), équipés comme tout laboratoire de recherche avec du matériel de
pointe. Les espaces de travail dédiés aux questionnements, aux expé-
riences et aux interactions, sont organisés pour une pédagogie active.

Les interactions

Les tuteurs de stages (des doctorants) sont formés aux pédagogies
actives. Ils guident les apprentissages des stagiaires vers la réalisation
d’une production concrete, soit un exposé scientifique argumenté, soit
une émission de radio sur internet (web radio), soit la rédaction d’une
lettre (du type des newsletters), soit enfin par leur participation a la
rédaction d’un article scientifique [2-4].

Nous exposerons succinctement, comme exemple, le déroulement des
stages de recherche en immunologie/écologie des agents pathogénes
qui ont concerné trois publics différents : des scolaires, des membres
d’associations de malades et le grand public (Figure 1).

Stage pour lycéens

La classe (de lycéens) accueillie pendant 3 jours [5], est divisée en
4 groupes d’éléves qui, accompagnés d’un tuteur, vont commencer le
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Figure 1. De haut en bas : scolaires, grand public ou membres d’association de
malades effectuant des expériences par équipe, dans les laboratoires ouverts

Tous Chercheurs.

stage par I'analyse du résultat de la méme expérience (il s’agissait
dans ce cas de I'observation au microscope confocal de macrophages
dans une coupe de peau lésée). Une fois définis les mots incompris,
les éléves décrivent aux tuteurs ce qu’ils voient et tentent d’apporter
des réponses possibles aux interrogations inhérentes aux observations
qui ont été faites. A Iissue de cette étape, émerge la problématique :
« Quelles sont les réponses possibles du macrophage face a une infec-

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

tion bactérienne ? ». Les éleves émettent plusieurs
hypothéses de recherche (élimination des bactéries par
« ingestion » et/ou production de molécules toxiques,
synthese de messagers de I'inflammation) qui seront
traitées de maniére indépendante par les groupes
et testées chacune par une ou deux expériences. Les
protocoles correspondants sont imaginés dans leurs
grandes lignes par les éleves, en particulier les expé-
riences témoins, support principal de discussions lors
de la présentation finale des résultats.

Les manipulations réalisées par les quatre groupes
répondent aux questions suivantes : est-il possible de
visualiser la phagocytose des bactéries avec un micros-
cope optique ? Peut-on détecter le lysozyme dans les
milieux de culture de macrophages et tester son pouvoir
bactéricide par spectrophotométrie ? Comment mettre
en évidence I’expression de la protéine iNOS (inducible
nitric oxide synthase) et quantifier le monoxyde d’azote
(NO) produit aprés stimulation des macrophages par
un composant bactérien, tel que le lipopolysaccharide
(LPS), constituant de la membrane externe de cer-
taines bactéries ? Les macrophages activés par le LPS
libérent-ils des cytokines, comme I’interleukine 1f
(IL-1P), et peut-on en mesurer la production ?

Stage pour les membres d’associations
de malades

Chaque stage de 3 jours est proposé @ un groupe de
12 personnes (malades, apparentés, aidants) concer-
nés par une pathologie chronique [6]. Dans le cas des
maladies auto-immunes, les stagiaires observent un
résultat d’analyse biologique ou d’expérience scienti-
fique. Ils posent plusieurs questions : Quels déreglements
immunitaires se produisent dans I'organisme et quelles
en sont les causes ? Quelles pistes thérapeutiques pour
permettre un retour a I’équilibre chez le patient ?

Apres un bref exposé des notions de base en immuno-
logie, nous leur faisons observer des cellules immu-
nitaires au microscope. lls analysent comment ces
cellules répondent @ un stimulus étranger en dosant
la production de messagers chimiques en réponse a
ce stimulus. La discussion porte ensuite sur la recon-
naissance du danger par le systeme immunitaire, des
mécanismes de régulation mis en jeu et des déregle-
ments possibles. Le deuxieme jour est consacré au
questionnement autour du volet diagnostique des
pathologies auto-immunes : qu’est-ce qu’un biomar-
queur ? Que mesurer, a partir de quel échantillon et
comment le faire ? Ce marqueur aide-t-il a poser un
diagnostic, a anticiper des poussées de la maladie ou
a prédire une réponse @ un traitement ?



Les stagiaires réalisent un test de détection d’auto-anticorps asso-
ciés a la maladie auto-immune. La discussion porte sur la difficulté
de concevoir et d’obtenir des biomarqueurs qui soient spécifiques et
fiables pour chaque pathologie auto-immune, les avantages et les
limites de ces techniques et les pistes de recherche. Le volet théra-
peutique est abordé le dernier jour, avec une attention particuliere
aux anticorps monoclonaux. Les stagiaires isolent, a I'aide d’anticorps
monoclonaux couplés a des billes aimantées, des lymphocytes B a par-
tir d’une culture contenant différents types de cellules. Les avantages
et les limites de telles approches sont ensuite discutées. Le stage se
clot par une discussion avec un chercheur ou un médecin chercheur
spécialiste de la pathologie.

Stages pour le Grand Public :
recherche participative CiTIQUE

Les stagiaires, dgés de 10 a 99 ans, sont accueillis par groupe d’une
dizaine de personnes pendant 2 jours au cours desquels ils participent
a CiTIQUE, un programme de recherche participative sur I’écologie des
tiques et des maladies associées [7,8]. Placés devant des images choi-
sies pour introduire le contexte de ces recherches participatives, ils s’in-
terrogent sur le risque pour la santé humaine que représentent les tiques
véhiculées par les animaux familiers (chien et chat) et formulent des
questions de recherche : les tiques qui piquent le chat et le chien sont-
elles les mémes que celles qui piquent I’homme ? Les tiques qui piquent le
chat et le chien véhiculent-elles des agents pathogenes pour ’lhomme ?
Pour y répondre, les stagiaires observent et identifient des tiques ayant
piqué des chiens et des chats, envoyées au laboratoire Tous Chercheurs
de Nancy par des citoyens dans le cadre de CiTIQUE. Ils comparent leurs
résultats a ceux de la littérature scientifique sur la diversité des tiques
qui piquent I'homme. lls extraient I’ADN contenu dans ces tiques et
recherchent par une approche d’amplification génique la présence dans
ces tiques d’agents pathogenes pour ’homme, notamment la bactérie
responsable de la maladie de Lyme. Plusieurs temps de discussion sur la
démarche de recherche et les résultats obtenus ont lieu pendant le stage
entre les stagiaires et les scientifiques présents. €n fin de stage, une dis-
cussion plus large est engagée sur la portée, pour le programme CiTIQUE,
des nouveaux résultats acquis pendant le stage, et sur les conséquences
en termes de prévention du risque de piqtre de tiques.

Conclusion

Les retombées des stages Tous Chercheurs sont multiples, comme I’ap-
prentissage de la cohésion de groupe, Iorientation, car les scolaires
découvrent un campus universitaire et rencontrent des profession-
nels*, la confiance en soi et le développement de ’autonomie notam-

*Incitation au projet professionnel par I’orientation active sur un campus scientifique. Réalisée en 2013
par Gayraud L, Rousset P, le Céreq, pour le compte du Fonds d’expérimentation pour la jeunesse sur
I’action de Tous chercheurs, met en évidence une augmentation de prés de 50 % de I’engagement dans des
études scientifiques longues des éléves issus de ZEP dans "académie d’Aix-Marseille : 34 % de ceux qui
ont participé au projet, contre 24 % pour le groupe-témoin. https://www.touschercheurs.fr/wp-content/
uploads/2019/04/€valhippoS.pdf
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ment des malades dans leurs discussions avec les
équipes médicales, le plaisir de participer a une
recherche importante pour la société, pour les citoyens
engagés dans des recherches participatives, le soutien
vers I’emploi pour les tuteurs lorsqu’ils sont en attente
d’emploi ou en reconversion. ¢

The open labs Tous Chercheurs
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> Le Master Biobanks and Complex Data Management
forme les managers des biobanques. Créé en 2017
a PUniversité Cote d’Azur par le Professeur Paul
Hofman, ce master prépare les étudiants au mana-
gement des biobanques (humaines, animales,
plantes et autres organismes vivants) et des don-
nées complexes. Au-dela du stockage des collec-
tions d’échantillons biologiques, il faut en assurer la
qualité, la conservation, la disponibilité aupres des
réseaux de chercheurs en respectant la législation
et I’éthique. Les enseignements du master se par-
tagent entre les compétences disciplinaires en qua-
lité, hygiene et sécurité, réglementation, bioéthique,
biobankonomics et les enseignements techniques
réalisés a la biobanque du CHU de Nice, puis mis en
pratique lors de deux stages de 6 mois.

Dans le cadre de 'UE de Management de projet, les
étudiants ont mené ce projet d’écriture a partir de
publications scientifiques débattues avec I'équipe
pédagogique.

Une Nouvelle portant sur le systéme de gestion de
I'information a été rédigée par des étudiantes anglo-
phones. Nous remercions la rédaction de médecine/
sciences d’avoir autorisé sa publication en anglais. <
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> La collecte d’échantillons biologiques
s’inscrit dans une longue tradition
de conservation du vivant. Maillons
essentiels de la recherche scientifique,
les collections d’échantillons humains
sont conservées par des structures
appelées historiquement Centres de
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Ressources Biologiques (CRB). Aprés
avoir défini "organisation des bio-
banques, nous expliquerons comment
celles-ci jouent un role majeur dans
la recherche médicale et quels sont
les nouveaux défis auxquels elles sont
confrontées.

La définition des biobanques,

leur structure et leur organisation

Le concept de CRB a été introduit en
2001 par I’Organisation de coopéra-
tion et de développement économiques
(0CDE), pour désigner les structures qui
se professionnalisent dans la gestion



Nouveaux
traitements

Patient et médecin

Projet
de recherche

Prélevement
d’échantillons biologiques
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des échantillons biologiques
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Figure 1. Les acteurs du projet de recherche biomédicale. Le médecin préléve I’échantillon bio-

logique en s’assurant du consentement du patient. Cet échantillon est traité et conservé par la

biobanque. Le chercheur utilisera cet échantillon et les données associées a cet échantillon dans

le cadre d’un projet de recherches biomédicales.

des ressources biologiques a des fins de
recherches. Pour ’OCDE, les CRB sont des
« centres de conservation de cellules
vivantes, du génome de divers orga-
nismes, et d’informations sur I"hérédité
et les fonctions des systemes biologiques.
Les CRB doivent satisfaire aux critéres
élevés de qualité et d’expertise exigés par
la communauté internationale des cher-
cheurs, et par les industriels concernant
la diffusion d’informations et de maté-
riels biologiques » [1].

Les biobanques assurent la gestion com-
plete des échantillons et des données
associées, en encadrant les pratiques
de collecte et de conservation avec des
procédures standardisées. Pour valoriser
leurs collections et ainsi multiplier les
utilisations présentes et futures des
ressources biologiques, les biobanques
sont organisées en réseaux nationaux et
internationaux. €n France, le réseau Bio-
banques est coordonné par I'Inserm, en
partenariat avec I’Institut national du
cancer, I'Institut Pasteur et I’Etablisse-
ment frangais du sang [2]. Ces réseaux
ont pour objectif de mutualiser les col-
lections d’échantillons. Ils mettent aussi
en relation les biobanques avec des
partenaires industriels pour accélérer la
recherche translationnelle.
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Depuis une vingtaine d’années, le
nombre croissant de biobanques a
nécessité d’adopter une classification
universelle qui améliore leur visibilité.
La plus acceptée est issue du réseau
européen BBMRI (biobanking and bio-
molecular resources research infras-
tructure). Elle distingue les biobanques
populationnelles (pour étudier des
cohortes de volontaires afin de com-
prendre les facteurs influencant 'appa-
rition de maladies complexes), et les
biobanques thématisées par maladie
(collectant des échantillons et les infor-
mations associées de patients atteints
d’une maladie spécifique) [3].

Le réle premier des biobanques dans la
recherche biomédicale

Les biobanques sont aujourd’hui
reconnues comme des catalyseurs de
la recherche biomédicale. Le dévelop-
pement rapide de ces structures est
la conséquence d’un besoin croissant
d’échantillons biologiques de qualité. A
I’origine « entrepGts » de matériels bio-
logiques, elles sont devenues des infras-
tructures de recherche a part entiere.
UK Biobank en est une parfaite illus-
tration : ce projet national britannique
contribue a la découverte de nouveaux

traitements ciblant un large éventail de
maladies liées au vieillissement. Depuis
2006, UK Biobank a collecté des échan-
tillons aupres de plus de 500 000 partici-
pants, ainsi que de nombreuses données
biologiques et cliniques. Le génotypage
de I’ADN des participants a été réalisé,
permettant ainsi d’accroitre la valeur
des cohortes [4].

A titre d’exemple d’outil de santé
publique mené en France, la cohorte
épidémiologique CONSTANCES rassemble
les échantillons biologiques de 200 000
personnes Ggées de 18 a 69 ans, issues
de la population générale et inscrites
au régime de la sécurité sociale, afin
d’étudier les facteurs responsables de
I’apparition de maladies. Cette cohorte
est menée en partenariat avec I’I1BBL
(integrated biobank of Luxembourg) qui
a fourni les kits de collecte et planifié
les opérations logistiques de transport,
de traitement et de conservation des
échantillons. Début avril 2019, pres de
250000 tubes d’urine, plasma, sérum et
couche leuco-plaquettaire provenant de
9500 volontaires ont été conservés par
la biobanque [5].

Les biobanques représentent également
un enjeu capital pour le développement
de la médecine personnalisée. Elles
sont devenues des supports essentiels
contribuant a améliorer le diagnostic :
I’accés a des ressources biologiques en
grande quantité permet de cibler des
mécanismes biologiques impliqués dans
I’apparition de maladies telles que le
cancer. Cette nouvelle approche théra-
peutique est fondée sur I'identification
de biomarqueurs, permettant d’établir
une prédiction de la réponse du patient
@ un traitement proposé. La décou-
verte de nouveaux biomarqueurs candi-
dats entraine la mise en place d’études
rétrospectives, permises par de grandes
collections d’échantillons, accompa-
gnées de données épidémiologiques,
cliniques, histologiques, et génomiques
précises [3].

Certains grands réseaux, comme BBMRI,
plaident pour I’émergence de centres
d’expertises médicale, technique,
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analytique et éthico-légale [6]. Par
le respect de procédures standardi-
sées, ces centres experts proposent aux
chercheurs des échantillons de qualité
supérieure. U'impact de la phase pré-
analytique sur la qualité des échantil-
lons stockés dans les biobanques sera
développé ci-apres.

Les nouveaux défis des biobanques

La force des biobanques réside dans
leurs collections a grande échelle. Ces
échantillons constituent un matériel
précieux sur lesquels pourront étre
appliquées les techniques futures, qui
permettront de nouvelles découvertes.
Encore faut-il que Iactivité des bio-
banques perdure. Le premier défi de la
biobanque est d’inventer son propre
modele économique et de se doter des
outils de gestion efficaces pour que son
activité soit pérenne. Son second défi
est d’encourager le don d’échantillons
aupres de I'individu et plus largement
de la population. Nous développerons
en premier lieu la priorité d’autonomie
financiere des biobanques, et ensuite,
les défis sociétaux auxquels elles font
face.

Dans un paysage scientifique interna-
tional, les biobanques doivent assu-
rer leur développement économique.
Une biobanque doit trouver I’équilibre
financier qui couvre ses colits sans pour
autant réaliser de bénéfice. Ce para-

doxe apparent est (=) Voir la Nouvelle
de H. Squalli et al.,

par ailleurs abordé )
page 282 de ce numéro

[10] (=9).
Cette nouvelle discipline — Biobanko-
nomics - répond aux questions fon-
damentales de I'analyse économique
[7]. Quels sont les cofits ? Quels sont
les financements ? Quels sont les indi-
cateurs de performance ? Le nombre
d’échantillons conservés dans la bio-
banque est-il le meilleur indicateur de
son activité ? Nous expliquerons les
outils de gestion spécifique et propo-
serons des solutions pour optimiser la
durabilité des biobanques [10].

Depuis une vingtaine d’années, la
Communauté Européenne soutient

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

le développement des biobanques.
Le programme Horizon 2020 pour la
recherche et I’innovation (2014-
2020) a établi trois priorités pour
un financement a hauteur de 80 mil-
liards d’euros : I’excellence scienti-
fique, la primauté industrielle, et les
défis sociétaux. Le premier de ces
défis concerne la santé, le change-
ment démographique et le bien-étre.
Le financement de 7,472 milliards
d’euros est fléché pour la recherche
biomédicale et la santé humaine [8].
La participation des biobanques y est
inscrite (Programme de travail 2018-
2020) en termes de collaboration avec
les registres, les référentiels et les
infrastructures de recherche.

Dans le domaine des biobanques, la
standardisation des procédures et
des principes éthiques sont étudiés
par la société internationale pour les
référentiels biologiques et environ-
nementaux (/nternational society for
biological and environmental repo-
sitories, ISBER). Le guide de bonnes
pratiques de I'ISBER partage les stra-
tégies reconnues par la communauté
scientifique, et aide les utilisateurs
dans les démarches d’accréditation
selon des standards nationaux ou
internationaux [9]. Ces procédures
standardisées dédiées a la gestion
d’informations des biobanques seront
développées par
ailleurs [11] (=»).
Au-dela des enjeux

(=») Voir la Nouvelle
de C. Le Queau et al.,
page 285 de ce numéro

technologiques, les

enjeux sociétaux sont a considérer et
prioritairement la protection de I’indi-
vidu. Un point sur Iacces a I'informa-
tion concernant I’individu, le recueil de
son consentement, et la garantie de la
confidentialité des données fera I’objet
de I'article par Messaoudi et al. dans ce
numéro [12] (=P). (=) Voir page 279
Cette étape franchie, decenuméro
I’individu est assuré que ses données
personnelles resteront strictement
confidentielles. ¢
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Impact de la phase
pré-analytique sur la qualité
des échantillons collectés
dans les biobanques

Marion Amalfitano, Qifeng Dong, Aissata Keita

> La recherche médicale nécessite un
investissement financier important.
Une étude réalisée par Freedman et
al. a ainsi estimé cet investissement a
56 milliards de dollars aux €tats-Unis
en 2015 [1]. Selon ces auteurs, pres de
28 milliards ont été investis dans des
études précliniques qui ont conduit a
des résultats non reproductibles. Ce
probleme de reproductibilité peut avoir
pour origine le protocole expérimental,
mais également la qualité des échan-
tillons, non représentative du contexte
physiopathologique. Face a ces pro-
blemes de reproductibilité, les bio-
banques peuvent étre un atout majeur.
L’enjeu est non seulement d’assurer la
collection des échantillons en grande
quantité, mais également d’en garantir
la conservation par le développement
de procédures standardisées permettant
le maintien de I'intégrité de différents
types d’échantillons.

Les étapes clés de la phase
pré-analytique

La phase pré-analytique comprend
toutes les étapes, du prélévement au
traitement de I’échantillon. Durant ces
étapes, le risque de dégradation de la
qualité des échantillons est majeur [2].
Il est donc indispensable de controler
chacune d’entre elles, et ce, dés que
I’échantillon n’est plus irrigué par la cir-
culation sanguine. Il s’agit de la phase
d’ischémie, divisée en deux parties. La
premiére, I'ischémie chaude, concerne
uniquement les prélevements lors d’une
intervention chirurgicale. Elle commence
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lorsque I"échantillon a prélever n’est
plus irrigué par la circulation sanguine,
jusqu’au moment ou il est totalement
retiré de I’organisme. Seul le chirurgien
peut controler la durée de cette étape.
Suit ’ischémie froide, qui concerne tout
échantillon. Il s’agit alors du transport
depuis le lieu du prélévement jusqu’au
laboratoire d’analyse. Selon la distance
parcourue et le moyen de transport
utilisé (tube pneumatique, transport
routier ou aérien), la durée d’achemi-
nement peut étre optimisée. La Haute
autorité de santé (HAS) recommande
un transport « sans rupture de la chaine
du froid, dans un container refroidi et
saturé en vapeur d’azote ou dans de la
carboglace ». Le suivi de ces conditions
tout au long du trajet permet d’assurer
un maintien de la qualité durant cette
étape (Figure 1).

Dés la réception au laboratoire, I’échan-
tillon est soit fixé au formol et inclus en
bloc de paraffine s’il s’agit d’un pré-
levement solide, soit congelé avec une
solution cryoprotectrice [3] (les tissus
solides peuvent également faire I’objet
d’une cryoconservation). Linclusion en
paraffine se fait a température contrd-
lée selon le point de fusion du type de
paraffine utilisée (polymére, non-poly-
meére et microcristalline), c’est-a-dire
entre 45 °C et 65 °C, dans le but d’éviter
toute dégradation des tissus. Les paraf-
fines recommandées ont un point de
fusion entre 55 °C et 58 °C [4].

Le choix de la solution cryoprotectrice
a également une influence sur la qua-
lité des tissus, concernant notamment
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les acides nucléiques. Les cryoprotec-
teurs les plus utilisés sont le glycérol
et le diméthylsulfoxyde. Dans le cas
d’extraction d’acides nucléiques, le kit
d’extraction peut également influencer
la qualité du produit: c’est la raison
pour laquelle il existe des kits qui favo-
risent la qualité d’extraction plutét que
le rendement [5].

Cependant, méme si la collection se
fait dans des conditions optimales, cela
ne préfigure pas I'interprétabilité des
résultats post-analyse, qui dépend de la
nature méme de I’échantillon.

'analyse se fait uniquement sur une
petite quantité de matiere, qui doit étre
sélectionnée avec soin pour étre repré-
sentative de I’état physiopathologique
d’un patient ou représenter les caracté-
ristiques d’un échantillon. Par exemple,
dans le cas d’une biopsie liquide, si trop
peu de cellules tumorales circulantes
sont présentes dans le prélevement san-
guin, "analyse pourrait donner de faux
résultats négatifs. Il en serait de méme
avec un prélevement de tissu solide
comportant un grand pourcentage de
cellules nécrosées et peu de cellules
cancéreuses ou tumorales.

Le maintien de la qualité

des échantillons durant la période

de stockage

Aprés le traitement pré-analytique, la
conservation de la qualité est toujours
prioritaire. Dans le cas ol la totalité
de I’échantillon n’est pas utilisée, il
peut servir a de futures analyses plu-
sieurs années aprés la collection. C’est
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Figure 1. Descriptif des différentes étapes de la phase pré-analytique. Cette chaine comprend

le prélevement lors de I'intervention chirurgicale, puis le transport de I’échantillon jusqu’a la

biobanque ol il est cryoconservé ou fixé au formol et inclus en paraffine.

la raison pour laquelle il est important
de maintenir la qualité de I’échantillon
pendant toute la durée de la conser-
vation.

La fixation et ’inclusion de I’échantillon
Les tissus fixés au formol et inclus en
bloc de paraffine se gardent a tempé-
rature ambiante de nombreuses années
sans altérer 'intégrité des cellules. La
qualité de I’analyse histologique sera
donc préservée. A Pinverse, les acides
ribonucléiques (ARN) sont instables a
température ambiante car les ribonu-
cléases responsables de leur dégrada-
tion ne sont inactives qu’a une tempéra-
ture inférieure a -70 °C. Les échantillons
servant a I’extraction et ’analyse de ces
ARN sont donc conservés a trés basse
température dans des congélateurs
spécialisés (& -80 °C) ou en présence
d’azote liquide (-196 °C). Les congé-
lateurs a -80 °C doivent étre soumis a
des controles de maintenance réguliers
pour éviter le déstockage ou la perte
des collections en cas de panne élec-
trique. La HAS recommande également
de placer ces congélateurs « dans des
locaux fermant a clé, avec climatisation
et systemes d’alarme efficaces ». Les
réservoirs d’azote liquide doivent étre
manipulés par des techniciens quali-
fiés en raison des risques de briilure et
d’asphyxie, dans une piece équipée d’un
détecteur du niveau d’oxygene.

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

Enfin, il est possible de conserver
les acides nucléiques a température
ambiante grdce a différentes tech-
niques, comme ['utilisation de solutions
stabilisantes qui empéchent la dégrada-
tion des acides nucléiques et permettent
ainsi une meilleure conservation des
tissus. RNAlater® et DNAstable® sont
deux solutions stabilisantes permet-
tant de conserver les acides nucléiques
sur de longues durées, a température
ambiante ou a température de congé-
lation classique (-20 °C pour préser-
ver "ARN). RNAlater® permet d’inhiber
I’action des RNases dans I’échantillon.
DNAstable® déshydrate I’échantillon
pour réduire I'activité biologique, phy-
sique, et chimique dégradant I’ADN.
Des solutions alternatives existent sur
le marché (CloneStable®, DNAguard®,
RNAstable®). Il existe également des
cartes de collection (Whatman®FTA®
card, GenCollect™ DNA card) qui per-
mettent de conserver les prélévements
liquides. Elles ont pour rdle de lyser les
cellules, de dénaturer les protéines et
de protéger I’ADN de la dégradation [6],
en les fixant sur la matrice protectrice
qui recouvre le papier. L'extraction se
fait aprés le stockage, en découpant
une partie du papier imbibé du liquide
biologique, puis en procédant a I'ex-
traction de ADN. La lyophilisation est
également un procédé stabilisateur, qui
consiste a déshydrater les échantillons

par sublimation de I’eau, a tres basses
pression et température, pour éviter une
dégradation par la chaleur.

Les trois méthodes de conservation pré-
cédentes sont cependant moins répan-
dues dans les biobanques, en raison
de leur colit et de leur développement
récent, qui ne permet pas encore de dis-
poser d’un recul suffisant pour évaluer
leur efficacité. De plus, la conservation
a tres basse température et I'inclusion
en blocs de paraffine sont encore consi-
dérées comme les méthodes de réfé-
rence pour les analyses génétiques et les
analyses histologiques, respectivement.

La tracabilité des échantillons

Garantir le maintien de Pintégrité de
I’échantillon durant toute la période de
conservation est I’'une des missions prin-
cipales des biobanques. Les biobanques
doivent également gérer le suivi, la tra-
cabilité et la mise a disposition des
échantillons.

De nombreux laboratoires sont dotés
d’un systeme de gestion informatisée
appelé Laboratory information mana-
gement system (LIMS), indispensable a
la gestion de grands nombres d’échan-
tillons. Le LIMS, systeme datant de la
fin des années 1970, permet de suivre
toutes les étapes a partir de la col-
lecte des échantillons et de gérer les
informations qui leur sont associées -
cliniques, médicales, personnelles - en
les stockant dans une base de données
afin d’assurer une meilleure tracabilité
des échantillons. Le LIMS gere la confi-
dentialité des données et leur sécurité.
Il assure la sauvegarde de documents et
une distribution sécurisée des échantil-
lons et des données associées entre des
institutions de recherche collaborative,
tout en respectant le cadre réglemen-
taire et éthique [7].

€n France, les biobanques peuvent
acquérir une certification particuliére
(norme NF-596-900), propre aux struc-
tures ayant une activité de centre de
ressources biologiques (CRB). Cette
norme fournit des exigences pour le
systeme de gestion de la qualité des CRB



Les parametres pré-analytiques au cceur du SMQ
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Figure 2. Les activités du systéeme de management de la qualité (SMQ). ’harmonisation des

protocoles est encadrée par les procédures opérationnelles standard (standard operating pro-

cedures, SOP) a toutes les étapes de la chaine pré-analytique.

afin de faciliter I’acquisition, la valida-
tion, la conservation et la distribution
des ressources biologiques en garantis-
sant Passurance qualité et la tragabi-
lité des échantillons. Pour répondre aux
critéres de ces normes, ces structures
peuvent s’appuyer sur un systéme de
management de la qualité (SMQ), répon-
dant aux exigences de la certification
ISO 9001, et fondé notamment sur la
mise en place de procédures standardi-
sées et d’audits (Figure 2).

Grdace a un haut niveau de standardisation
et des procédures normalisées partagées
entre les différents centres, le réseau euro-
péen de biobanques BBMRI-ERIC met en
place ses propres routines de validation.
Cela permet de créer des centres experts de
biobanques, en phase avec les avancées de
la recherche pharmaceutique ou médicale,
et des techniques analytiques. ¢

Impact of the pre-analytical phase

on the quality of samples collected in
biobanks

NOUVELLE

Bioéthique

L’existence des contraintes légales
et réglementaires des biobanques

Zeineb Messaoudi, Nisrine Soltani, Nicole Arrighi

> €n 2000, I’lslande fut le premier pays
européen a réglementer les pratiques
des biobanques par I’lcelandic Act on
Biobanks n° 110/2000, suivie de I’Esto-
nie, de la Suéde et de la Finlande en
2012. Contrairement aux pays d’€urope
du Nord, les biobanques frangaises ne
font pas I’objet d’une loi particuliére.
Cependant, leurs activités sont stricte-
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ment réglementées. Dans ce contexte,
quelles sont les contraintes légales et
réglementaires des biobanques ? Pour
répondre a cette question, nous défini-
rons d’abord le cadre juridique des bio-
banques en France, puis nous explique-
rons comment ce cadre légal garantit la
protection des individus et des données
personnelles.

Le cadre juridique des biobanques

A ce jour, la réglementation francaise
repose sur deux lois présentant les
procédures générales de gestion des
collections d’échantillons biologiques
humains a visée scientifique : la loi
n° 2004-806 du 9 aodt 2004 relative a
la politique de santé publique [1] et la
loi n® 2004-800 du 6 aolt 2004 relative
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Figure 1. Les démarches administratives indispensables a la conservation de la collection d’échantillons biologiques humains dans une biobanque.

Le consentement est signé par le patient avant le prélevement de I’échantillon biologique. Cet échantillon peut étre inclus dans une collection

d’une biobanque. Au préalable, le responsable de la biobanque aura demandé I'avis favorable du comité de protection des personnes (CPP)

et déclaré la conservation de la collection auprés du ministere de I’Enseignement supérieur, de la Recherche et de Innovation et de I’Agence

nationale de sécurité du médicament (ANSM) et des produits de santé ainsi que de I’agence régionale de I'hospitalisation (ARH). La création de

nouvelles données issues de la recherche est soumise pour autorisation aupres de la commission nationale de I'informatique et des libertés (CNIL).

Dans le cas de cellules souches embryonnaires, I’autorisation de conservation de la collection est demandée auprés de I'agence de biomédecine.

a la bioéthique [2]. Réformée avec
la loi n®2011-814 du 7 juillet 2011,
le législateur a procédé a une modi-
fication ponctuelle de la loi de 2011
par la loi n®2013-715 du 6 aoiit 2013
« autorisant sous certaines conditions
la recherche sur I’embryon et les cel-
lules souches embryonnaires » [3].

Ce dispositif législatif figure dans le
code civil pour les principes généraux :
dignité de la personne, inviolabilité
du corps humain, extra-patrimonialité
du corps et de ses produits et élé-
ments (code civil, art. 16 a 16-14).
Plus largement, les biobanques sont
soumises aux textes du code de la
santé publique (CSP) encadrant les
activités scientifiques et la recherche
biomédicale subordonnée au respect
des principes généraux relatifs au don
et a Putilisation des éléments et des
produits du corps humain (CSP art. L
1211-1a L 1211-9).

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

Les activités réglementées, les régimes
de déclaration et d’autorisation

Par définition, une collection d’échan-
tillons biologiques humains « résulte de
la réunion, a des fins scientifiques, de
prélevements biologiques effectués sur
un groupe de personnes identifiées et
sélectionnées en fonction des caracté-
ristiques cliniques ou biologiques d’un ou
plusieurs membres du groupe, ainsi que
des dérivés de ces prélevements » (CSP
art. L. 1243-3). Avant de commencer la
collection, son responsable scientifique
ou celui de la biobanque engage plu-
sieurs démarches administratives :

- la demande d’avis favorable d’un
comité de protection des personnes
(CPP). Linformation des participants, le
recueil du consentement, et le protocole
de recherche, la pertinence éthique et
scientifique du projet sont alors évaluées.
- la déclaration de demande de conser-
vation de collection aupres de I"agence

nationale de sécurité du médicament et
des produits de santé (ANSM) et auprés
du ministere chargé de la recherche (art.
36-1 de la loi du 6 aolit 2004) (Figure 1).

Le cas particulier des embryons et des
cellules souches embryonnaires

La loi n®2013-715 du 6 aolt 2013 a
modifié le régime des recherches
sur I’embryon et les cellules souches
embryonnaires [4]. Seuls sont autorisés
a mener ces recherches les établisse-
ments et organismes titulaires de I"auto-
risation de conservation des cellules
souches embryonnaires a des fins de
recherche ainsi que les établissements et
organismes publics et privés poursuivant
une activité de recherche et ayant conclu
une convention avec les établissements
et organismes précédents (CSP art. R
2151-3, 11).

La conservation des embryons et des
cellules souches embryonnaires a des



fins de recherche exige une autorisation
délivrée par I’agence de la biomédecine
(CSP art. R 2151-20).

Tout organisme conservant des embryons
ou des cellules souches embryonnaires
a fin de recherche doit pouvoir justifier
du recueil des consentements donnés
par les géniteurs des embryons. Lorsque
les cellules souches embryonnaires ont
été importées, 'organisme doit étre en
mesure de justifier qu’elles ont été obte-
nues dans le respect des prescriptions
du code civil, avec le consentement pré-
alable du couple géniteur de I’embryon
congu dans le cadre d’une assistance
médicale a la procréation, et que cet
embryon ne fait plus I'objet d’un projet
parental, ceci sans qu’aucun paiement,
quelle qu’en soit la forme, n’ait été alloué
au couple (CSP art. R 2151 - 18).

La chaine des opérations et la chaine des
responsabilités

Le responsable d’une collection doit
s’assurer du respect du cadre juridique.
Il est le responsable administratif.
Cependant, la personne initiatrice de la
collection peut également étre identi-
fiée comme responsable scientifique de
la collection et peut superviser la chaine
des opérations.

Les exigences quant au nombre d’échan-
tillons et la pertinence des projets de
recherches sont déterminées par le
conseil scientifique de la biobanque. Il
est composé de médecins et de cher-
cheurs, et décide de la nature et du
type de préléevements autorisés dans la
biobanque.

La biobanque peut céder ses échan-
tillons par un accord de transfert de
matériel (material transfer agreement,
MTA) respectant les articles L. 1243-3,
L.1243-4 et R. 1243-49 du CSP. Ce docu-
ment contient les références et le but
du demandeur (identité du demandeur,
structure de 'institution, contexte de la
demande, utilisation des matériels bio-
logiques, charges et indemnités, respect
de la confidentialité). La biobanque
en demandera I"autorisation aupres du
ministere chargé de la recherche.

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

La protection des participants et des
données

Selon le CSP (art L.1211-2), « le préléve-
ment d’éléments du corps humain et la
collecte de ses produits ne peuvent étre
pratiqués sans le consentement préa-
lable du donneur. Ce consentement est
révocable a tout moment ». Le consen-
tement du patient et la protection des
données sont les piliers de la recherche
biomédicale.

Lindispensable consentement du patient
Uautorisation d’utilisation d’un échan-
tillon humain nécessite le consentement
libre et éclairé de I’individu (informed
consent). Le patient exprime par écrit
sa volonté de participer au projet de
recherche aprés avoir été informé de
facon claire sur le but des chercheurs.
A tout moment, il peut se retirer de
|’étude. Ce consentement, transmis au
CPP, est obligatoire dés qu’il s’agit de
I’utilisation des échantillons biolo-
giques et des données personnelles ou
de recherches génétiques.

Parfois, I’échantillon peut étre utile
a plusieurs investigateurs. Alors, le
patient est consulté a nouveau et
informé du nouveau domaine d’appli-
cation. €n France, I'utilisation secon-
daire des échantillons est fondée sur
le principe de non-opposition. Dans le
cadre du consentement éclairé large
(broad informed consent), le patient
est d’accord pour que - il ne s’op-
pose pas @ ce que - les données asso-
ciées a son échantillon soient utili-
sées dans un projet futur. En revanche,
s’il est impossible de recontacter les
patients, le responsable scientifique
peut demander une requalification glo-
bale d’une collection aupres du CPP, en
expliquant les objectifs des nouvelles
recherches et surtout la nécessité
d’inclure les échantillons des patients
injoignables. Le CPP peut alors accep-
ter la requalification, sauf dans le cas
des études génétiques, pour lesquelles
le consentement individuel est obliga-
toire, ainsi que pour |'utilisation des
cellules germinales.

Finalement, les principes de non-oppo-
sition et de requalification montrent les
limites de tracabilité du consentement
individuel. Le retour d’informations
au patient est une étape longue mais
indispensable pour les biobanques qui
veulent accroitre la taille de leur col-
lection. Grdce a internet, les échanges
avec le patient pourraient étre accélérés
par le consentement électronique dyna-
mique (electronic (=) Voir le Forum de
H.C. Stoeklé et al.,
m/s n® 2, février 2017,
page 188

informed consent)
[5] (=9).

La food and drug
administration (FDA) américaine pro-
pose des recommandations dans ce
sens, destinées aux responsables scien-
tifiques, dans ses orientations de 2016
[6]. Ce consentement électronique
apporte une information au patient,
enrichie en vidéos et en échanges inte-
ractifs. En temps réel, il offre une tra-
cabilité de I’échantillon : le clinicien
s’assure que le patient a bien regu les
informations relatives au projet, et
les industriels suivent I'utilisation des
échantillons et des données.

La protection des données associées a
I’échantillon et des données personnelles
Lorsqu’un individu consent a participer
a un projet scientifique, il accorde sa
confiance au médecin qui assure le pré-
levement et garantit la confidentialité
des résultats. L'échantillon biologique
est ensuite inséré dans une collection
d’une biobanque. La gestion de ces
échantillons nécessite I’anonymisation
des données. Quel est alors le degré
d’anonymat recommandé ?

La procédure de pseudonymisation est
standardisée dans une biobanque. Les
informations d’identité de la personne
(nom, prénoms, numéro de sécurité
sociale) sont codées par une clé ou
un code de cryptage, le méme pour un
méme individu. Ce codage facilite le
suivi longitudinal et le retour d’informa-
tion au patient. Apres le traitement des
échantillons, le promoteur du projet va
créer de nouvelles données, qui doivent
étre protégées. Depuis 2018, le nouveau
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reglement général sur la protection
des données personnelles (RGPD) de
I’'union européenne remplace la directive
95/46/CE sur la protection des données
personnelles et leur libre circulation
[7]. Ce reglement affecte les deux pdles
de la biobanque, les actions relatives
aux échantillons (prélévement, conser-
vation, utilisation en recherche) et les
activités relatives aux données person-
nelles associées (collecte, conservation,
utilisation) [8].

S’agissant souvent de données person-
nelles, le traitement des données doit
respecter notamment la loi n°® 78-17
du 6 janvier 1978 relative a « I’infor-
matique, aux fichiers et aux libertés »,
version consolidée le 23 juillet 2019. La
commission nationale de I'informatique
et des libertés (CNIL) doit &tre saisie
avant tout traitement de données afin
de s’assurer du respect de la sécurité
et de la confidentialité, ainsi que de
la bonne utilisation des données per-
sonnelles, surtout s’il s’agit de données
génétiques.

Les biobanques virtuelles (e-bioban-
king) échangent déja des données
cliniques ou des clichés d’imagerie
médicale. Le partage de ces données
massives (big data) nous projette dans
une dynamique d’échanges en temps
réel (biobank cloud) dans le monde
entier. Le troisiéme pilier de la recherche
médicale - aprés les échantillons bio-
logiques et les données associées - est
I’encadrement réglementaire et légal
qui veille au respect des droits des per-
sonnes, en les informant sur ces droits et
en leur permettant de les exercer. ¢
Legal and ethical considerations for
the use of biobanks
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NOUVELLE

Biobankonomics et pérennité
financiere des biobanques

Hadi Sqalli, Nora €l Awadi, Caroline Rancati

> Le domaine des biobanques est un
secteur en pleine expansion. Des 2009,
la couverture du magazine Time a cité
les biobanques parmi les dix concepts
qui allaient révolutionner le monde [1].
€n effet, elles jouent un rdle clé en santé
humaine. Si elles étaient cantonnées
a la collecte d’échantillons pendant
les années 1990, les biobanques sont
devenues essentielles a la recherche
médicale, notamment avec la percée de
la médecine de précision. En fournissant
divers types d’échantillons biologiques

(tissu, sang, urine, cellules, acides

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020
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nucléiques, etc.) ainsi que les données
médicales associées, les biobanques
permettent aux chercheurs de déve-
lopper des analyses transcriptomiques,
protéomiques ou métabolomiques a
grande échelle, rendant possible I’iden-
tification de nouveaux biomarqueurs
pronostiques ou diagnostiques et de
nouvelles cibles thérapeutiques. L'iden-
tification de ces biomarqueurs a permis
également le développement de « tests
compagnons » pour 'utilisation des
thérapies ciblées. Selon une définition
de la haute autorité de santé, un test
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compagnon est un test diagnostique
permettant de sélectionner, en fonc-
tion de leur statut pour un biomarqueur
prédictif, les patients chez lesquels le
traitement est susceptible d’apporter
un bénéfice.

Les biobanques actuelles ont pour mis-
sion principale la gestion des échantil-
lons. €n paralléle, ces derniéres doivent
réaliser un développement économique,
ce qui a généré une discipline nouvelle,
nommée « biobankonomics », dont la
fonction consiste a analyser le mar-
ché des biobanques. La taille du mar-
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ché global des biobanques était estimée
a 52,31 milliards de dollars américains
(USD) (soit environ 47 milliards d’euros)
en 2017, et devrait afficher une augmen-
tation de 4,5 % d’ici a 2025 [2]. Dans
ce contexte mondial, les biobanques,
comme toutes les entreprises, doivent
maitriser leur stratégie économique car il
y va de leur durabilité. lles doivent ana-
lyser en priorité leur situation financiére
pour pouvoir ensuite actionner les leviers
de la pérennité. Pour illustrer la « bio-
bankonomics », nous allons présenter les
différents colits liés au fonctionnement
d’une biobanque, puis ses revenus et ses
financements de soutien, avant d’envi-
sager la maniere d’optimiser la visibilité
scientifique.

Les coiits

Une biobanque est complexe, et son
fonctionnement entraine des frais
considérables. La seule facon de
contrdler les dépenses est de pouvoir
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quantifier les frais engagés pour la
collection, le transport et la conserva-
tion des échantillons, I’extraction de
produits dérivés de ces échantillons, et
I’actualisation des données cliniques
associées. Matériellement, I’infrastruc-
ture doit posséder un plateau technique
et ’équipement nécessaire a la récep-
tion, la préparation et la conservation
des échantillons biologiques dans les
conditions optimales. Cela nécessite de
disposer d’un parc de congélateurs a -
80 °C, et de conteneurs d’azote liquide
qui maintiendront les échantillons a
- 196 °C, de fagon a garantir la qualité
des acides nucléiques. Techniquement,
il faut que les procédures de conser-
vation et d’extraction puissent étre
réalisées en respectant des procédures
normalisées. Cette technicité néces-
site une équipe qualifiée, qui maitrise
les phases pré-analytiques et analy-
tiques du traitement des échantillons.
Les colits de traitement incluent aussi

la qualité des données associées a
|’échantillon, c’est-a-dire issues du
dossier médical actualisé avec le suivi
thérapeutique et les derniéres ana-
lyses de I'individu, mais doivent inclure
également les nombreuses démarches-
qualité nécessaires afin d’obtenir des
certifications et des accréditations,
démarche clé pour le développement
des biobanques. Une comptabilité
analytique permettrait de totaliser en
temps réel I’ensemble des charges pour
chaque produit livrable.

Considérant les colts de recouvrement
dans un partenariat public-privé,
Clément et al. proposent d’adopter
trois modeéles qui difféerent selon le
degré de collaboration entre les par-
tenaires (Figure 1). Dans le modéle de
colt marginal, la biobanque possede
un droit sur le brevet d’invention et
bénéficie d’'une reconnaissance scien-
tifique, permettant ainsi un degré de
collaboration maximum pour un colt
de traitement des échantillons mini-
mum. €n revanche, dans le modéle de
colit total, la biobanque ne bénéficie
d’aucune reconnaissance scientifique
en cas de découverte majeure, et ne
posséde aucun brevet d’invention,
alors que le colit de traitement des
échantillons est maximum. Le modele
intermédiaire, ou colt partiel, allie
une reconnaissance scientifique de
la banque d’échantillons biologiques
et un colit partiel du traitement des
spécimens.

Des spécialistes en biobanques, notam-
ment B. Clément et son équipe, ont
mis en place un systéme d’estimation
du colt du traitement des échantil-
lons, ce qui a permis de modéliser le
recouvrement des colits d’une bio-
banque [3]. U'étude de Clément et al.
prend en compte deux indicateurs: le
groupe d’experts a identifié 46 taches
différentes (plus ou moins complexes)
liées aux activités de biobanking, et a
ensuite attribué a chaque tédche 1) un
indicateur d’expertise (A: élevé; B :
moyen ; C: faible) et 2) un indicateur
de complexité, qui reflete le temps ou la
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Figure 2. Les différentes sources de dépenses et de revenus des biobanques. Les dépenses com-

prennent les frais de personnel et d’équipement ainsi que les divers investissements en marke-

ting, sécurité informatique, gestion du contrdle qualité (CQ) et certification de la qualité. Les

recettes sont directes ou indirectes, c’est-a-dire provenant d’un projet collaboratif.

complexité du traitement de I’échantil-
lon selon 3 niveaux (1 : < 1 heure/faible
complexité; 2: 1 a 2 heures/complexité
moyenne ; 3 : > 2 heures/complexité éle-
vée). Les deux indicateurs sont ensuite
multipliés afin de calculer le colt estimé
pour le traitement de chaque échan-
tillon.

Les financements et revenus
L'estimation du colit du traitement des
échantillons et I’étude des modéles de
recouvrement des colits permettent de
mettre en évidence la difficulté des
biobanques a maintenir un équilibre
financier (Figure 2).

Les subventions collectées aupreés
d’institutions privées (multinationales
pharmaceutiques et institutions de
recherche notamment) ou publiques
(subventions gouvernementales)
contribuent a I’équilibre financier. Les
résultats du questionnaire de I’étude
de Clément et al. sur les biobanques

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020

en France et aux Pays-Bas ont révélé
trois sources de financement prin-
cipales : financement public (32 %),
financement par des institutions de
recherche (27 %), et financement par
des subventions de recherche (25 %).
Le recouvrement des colts pour les
échantillons biologiques ne représente
que 1 % du budget [4].

Les biobanques peuvent fournir des
prestations de services telles que
la caractérisation ou le traitement
d’échantillons biologiques. €n effet, les
biobanques recouvrent seulement une
partie de leurs dépenses en facturant
aux chercheurs 'accés aux échantil-
lons biologiques. Il est donc primor-
dial qu’elles bénéficient d’un soutien
externe a court terme et a long terme
afin d’assurer leur viabilité écono-
mique. Par conséquent, les biobanques
doivent développer et diversifier leurs
sources de revenus par différents
moyens [5-6].

Comment optimiser la durabilité et

la visibilité des biobanques ainsi que
leurs revenus ?

Les programmes de recherche en col-
laboration avec des organismes de
recherche privés ou publics représentent
un facteur important de durabilité pour
les biobanques, mais ils peuvent engen-
drer des dépenses supplémentaires. De
plus, I'appartenance des biobanques a
des réseaux ou des consortiums peut
leur permettre d’enrichir leurs réseaux et
de développer des partenariats, de type
public/public, public/privé ou privé/
privé, avec d’autres biobanques, mais
aussi avec d’autres institutions telles
que des entreprises biopharmaceutiques
ou biomédicales.

Les partenariats permettent le recou-
vrement indirect des colits lorsque la
biobanque fournit des prestations de
service (traitement d’échantillons de la
biobanque en échange du droit d’acces
a d’autres échantillons a colt margi-
nal), ou encore au travers d’une citation
de la biobanque dans les articles publiés
(dans le cadre de projets ayant utilisé
les échantillons fournis par elle), ce
qui lui permet de se faire connaitre et
d’accroitre sa notoriété.

Les stratégies de marketing et de com-
munication permettent également d’ac-
croftre la visibilité des biobanques par
la création d’un site internet et d’un
catalogue virtuel. Par I'intermédiaire
de ces outils, les biobanques expliquent
aux donneurs effectifs ou potentiels la
nécessité d’avoir accés a des échan-
tillons biologiques dans la recherche
médicale, et présentent I’éventail de
leurs missions et des services proposés
aux chercheurs. €Enfin, les programmes
de certification de qualité permettent
d’acquérir la confiance des clients afin
de les fidéliser, et de veiller a la réputa-
tion de la biobanque. La mise en ceuvre
d’un systeme de gestion de la qualité est
donc primordiale.

€n conclusion, il est tres difficile pour
une banque d’échantillons biologiques
d’atteindre un point d’équilibre. Etant
a but non lucratif, une biobanque doit



trouver un équilibre financier lui per-
mettant de couvrir ses colits sans réali-
ser de bénéfice sur le transfert d’échan-
tillons biologiques. Cette complexité
est due au fait que les bioéchantillons
ne sont pas des produits commerciaux,
ce qui rend le chiffrage d’un colt plus
difficile. De méme, les indicateurs de
performance classiques ne peuvent pas
étre utilisés. Il est donc nécessaire de
définir des indicateurs spécifiques, tels
que le rapport stockage/déstockage
des échantillons, véritable marqueur de
I’activité de la biobanque, ou encore la
notoriété de la biobanque dans le pay-
sage scientifique, qui peut étre évaluée
en analysant sa contribution aux publi-

cations scientifiques. La « biobankono-
mics » permet donc une étude globale
des codts, et facilite la gestion d’une
biobanque par la modélisation d’outils
de gestion. ¢

Biobankonomics: the sustainability
indicators of biobanks

LIENS D’INTERET
Les auteurs déclarent n’avoir aucun lien d’intérét
concernant les données publiées dans cet article.

REFERENCES

1. 10 ideas changing the world right now. Time (annual
special issue) 2009, March 16.

. Biobanks market size, share and trends analysis
report by product (LIMS), by service (cold chain),
by biospecimen type, by biobank type (virtual), by
application, and segment forecasts, Sept. 2018.

n

NOUVELLE

€tude du systéme de gestion
de ’information (biobank
information management

system) pour les annotations
clinico-biologiques des

o

Vaught J. Biobankonomics: Developing a sustainable

business model approach for the formation of a

human tissue biobank. J Nat! Cancer Inst Monogr

2011; 2011 : 24-31.

. Clément B, Yuille M, Zaltoukal K, et al. Public
biobanks: calculation and recovery of costs. Sci Trans!
Med 2014 ; 6 : 261fs45

. Watson PH, Nussbeck SY, Carter C, et al. A framework
for biobank sustainability. Biopreserv Biobank 2014 ;
12: 60-8.

. Doucet M, Yuille M, Georghiou L, Dagher G. Biobank
sustainability: current status and future prospects. /
Biorepository Sci Appl Med 2017 ; 5 :1-7.

. Ciaburri M, Napolitano M, Bravo €. Business
planning in biobanking: how to Implement a tool for
sustainability. Biopreserv Biobank 2017 ; 15 : 46-56.

. Odeh H, Miranda L, Rao A, et al. The biobank economic

modeling tool (BEMT): online financial planning to

facilitate biobank sustainability. Biopreserv Biobank

2015; 13 : 421-9.

-~

o

~

[

MSc biobanks and complex data management,
Université Cote d’Azur, Centre hospitalier universitaire de Nice,
Hopital Pasteur, Biobanque BB-0033-00025, Nice, France.

caroline.le-queau@etu.univ-cotedazur.fr

biobanques

wendy-ann.phillips@etu.univ-cotedazur.fr

Caroline Le Queau, Wendy Ann Phillips, Apoorva Srinivasan apoorva.srinivasan@etu.univ-cotedazur.fr

masterbiobank@univ-cotedazur.fr

Une partie des étudiants de ce master n’écrivant pas en francais, mais étant trés intéressés par cette volonté de médecine/

sciences de « donner la parole a nos jeunes pousses », se sont proposés pour effectuer le méme travail que leurs homologues

francophones de ce méme master.

Exceptionnellement, m/s leur a donné I"occasion d’effectuer cet exercice en anglais, tout en leur souhaitant un bon apprentissage
de notre langue aupres de leurs enseignants et de leurs collégues étudiants.

> The biobank information management
system (BIMS) is an essential tool that
gathers the data of a laboratory infor-
mation management system (LIMS),
commonly used in laboratories to track
samples and all other informatics sys-
tems involving information related to
patients and samples (e.g., electro-
nic medical report, freezer temperature
monitoring systems, etc.). Biologists and

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020
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clinicians are increasing their efforts
to unravel the biological pathways that
underlie human diseases. The use of
omics analyses (e.g., genomics, trans-
criptomics, proteomics) has generated
extremely large data sets. The analysis
and integration of these data, as well as
the constitution of database platforms,
represent an ongoing challenge. This
article aims to introduce the construc-

tion of BIMS in relation to a biobank
workflow, the multiple solutions that
currently exist on the market, as well
as its importance in public and private
research.

Constructing a BIMS

A laboratory information management
system (LIMS) is a software allowing the
whole management of samples workflow,
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Figure 1. Representation of a typical biobanking data workflow with examples of associated

technologies. In blue are the main steps related to sample flow, and in green the actions related

to data. On the right are examples of devices that provide data about the sample. The biobank

is keeping in its record information related to the samples for traceability, for example data

delivered to research will remain in the biobank archives.

including their reception, preparation,
storage and delivery (or the delivery of
results of external tests performed on
these samples) (Figure 1). This type of
software facilitates the standardization
of tests and procedures, and provides
accurate controls of processes [1].

By contrast to a LIMS, a BIMS inte-
grates different pieces of information
concerning both sample characteristics
and clinical data related to the patients
(including informed consent), as shown
on Figure 2. Hospital information systems
(HIS) and clinical database (CDB), which
are sources of clinical data concerning
the patients, are governed by strict regu-
lations especially regarding anonymity
[2]. These databases are either acces-
sible from hospital-owned servers within
the biobank or connected to the BIMS
through specific informatics languages
[3] in accordance with European general
data protection regulation 2016/679 [4]
and as recommended by the Health Level
7 international standards for transfer of
data between software applications.
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BIMS can also incorporate information
from monitoring systems (MS), such as
the freezer temperature or liquid nitrogen
level in tanks. The quality management
system (QMS) is often saved on separated
software. However, preparation proce-
dures or documents related to corrective
actions in case of non-conformity can
be available through the BIMS. Finally,
it can integrate interoperability with
test instruments, such as sequencing
machines, in order to suppress the step
of manually adding data to the software.
As BIMS store sensitive and confiden-
tial data, they are usually localised in
local area networks (LAN), a computer
network that interconnects computers
within a restricted area (e.g., hospital
or enterprise). Nevertheless, researchers
can search sample availability, from a
virtual catalogue on the internet (wide
area network), according to predefined
criteria. This catalogue can also gather
information from different sites of a
multisite biobank, for example in the
case of UK Biobank.

The use of BIMS can be varied ; thus,
they are usually sold with a certain num-
ber of licenses, i.e. access accounts. As
the information can come from different
entities (hospital, external or internal
laboratories, biobank) it is crucial that
the biobank controls the access to its
BIMS. Limited access can be created so
that a specific member of staff can only
enter a specific information. For exam-
ple, hospital staff can add barcodes and
time of sampling, the clinician can add
patients’ data, and biobanking staff
can manage the sample workflow. All
requests regarding the access and use of
the BIMS should be discussed prior to the
development of biobanks.

Biological or clinical information col-
lected and stored on a BIMS are varied,
and the data format heterogeneous.
They are linked together through data
models that need to be thoroughly
studied in order to avoid mistakes in
analysis. Data registered from various
sources and gathered manually increase
the time of entry and the risk of error,
whereas BIMS allows automatic integra-
tion, thus reducing potential mistakes.
Therefore, it leads to complexity in terms
of software design and storage space.
An efficient BIMS needs to be flexible
enough to support from the smallest
to the largest collection of samples,
and to manage different stakeholders’
accesses. Finally, the BIMS design has to
take into account the permanent update
of the stored data and the necessity
for users to easily have access to these
data.

The wide BIMS market

The growing market surrounding data
management does not leave bioban-
king behind, as shown by the multi-
plication of BIMS solutions available.
Companies! such as LabVantage Solu-

!La revue médecine/sciences (journal de I'lnserm) ne cite
pas de noms de compagnies sauf cas trés particulier ou
I’omission du nom nuit a la compréhension du texte. méde-
cine/sciences, the journal of Inserm, does not refer to the
name of private business companies, except when deleting
the company name prevents the reader from a clear unders-
tanding of the manuscript.
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tions Inc., Genohm, Brooks Life Sciences,
Technidata, Modul-bio, and Thermo
Fisher Scientific all developed their own
BIMS solution in adequacy with different
customers’ needs [5]. Variability exists
in terms of possible interoperability,
personalisation of modules, mainte-
nance efficiency, etc. The cost includes
software initial installation, mainte-
nance and upgrade. It also depends
on the number of sites, licenses and
modules needed. Open source of made
in-house software also exists and repre-
sents a cheaper alternative. However,
this kind of approach requires an infor-
matics competent staff that can modify
the software source code.

The quality of a biobank service is
assessed by both the number of
valuable samples and the full chain of
custody of these samples. Data quality
is the core business of a biobank as
samples have limited value in research
without accurate and reliable data.
Although a BIMS is not mandatory to
obtain accreditation according to the
biobank French norm NFS 96-900, it is
a long-term investment that will facili-
tate the certification, the management
of growing sample amount and the
homogeneity of data.
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This BIMS solution used to record labo-
ratory and sample data in an elec-
tronic system thus helps to improve
the robustness of quality systems and
sustainability of biobanking structures.

How does a BIMS improve research?
BIMS is a highly recommended and
valuable management system used by
biobanks to improve and maintain the
quality of research results.

Prior to clinical trials, clinical anno-
tations such as phenotypic, genotypic,
and environmental information gathered
through BIMS can allow the determina-
tion of patient groups, e.g., analysis of
patient’s DNA sequences to determine
different groups of patients in order to
determine the right concentration of
drug to treat each group [6]. Integra-
tion of the maximum of data related to
the patient and the sample could help
clinicians and researchers to discover
new therapeutic targets, develop inno-
vative strategies and drugs.

The data may originate from various
research studies, small and large,
where data formats and data collec-
tion methods vary significantly [6].
Managing data through BIMS provides
a unique access, thus enhancing public

availability of clinical and biological
annotations (e.g., UK biobank).
Currently, hospitals produce a large
amount of data incoming from daily
care that is not exploited at the maxi-
mum capacity [7]. BIMS or data centres
are a solution to gather data and use
them for in silico studies, i.e., compu-
ter-based studies.

Big private pharmaceutical companies
are interested in building their own bio-
bank to support their medical research
such as drug development or in vitro
diagnostic tests [8].

Smaller companies can collaborate with
public biobanks to have access to rare
samples. Moreover, building a private
collection is costly and not valuable if
it only serves one purpose. Instead of
building its own collection of formalin
fixed paraffin embedded blocks, (FFPE
blocks) from cancer patients, a pharma-
ceutical company can make a contract
with a biobank to obtain slides and
data from those patients. Thereby both
stakeholders can share their expertise.
During the different drug development
stages, a lot of samples are required,
processed and stored. A partnership with
a biobank allows using their expertise in
sample collection and already existing
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storing facilities. Nevertheless, pharma-
ceutical companies aim to work with top
quality biobanks, thus valorising quality,
full data set, traceability, etc., all of
which can be provided through BIMS.

Conclusion

BIMS softwares are complex to build and
require knowledge and expertise in the
fields of informatics and biobanking.
Currently the main challenge is the lack
of interoperability between existing LIMS
and software used in healthcare. The
future of medicine lies in the use of
clinical annotations for in silico studies,
i.e., studies performed using compu-
ter simulation. Creating a catalogue of
massive data integrating online analysis
will allow an easier access to shared
data for all researchers. ¢
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Scores polygéniques :

vers ’embryon a la carte ?

Bertrand Jordan

Une annonce surprenante

€n octobre 2019, lors du 75° congreés de la Société amé-
ricaine de médecine reproductive, une start-up appe-
lée Genomic Prediction et basée dans le New Jersey a
annoncé la commercialisation d’un test génétique bap-
tisé Life View et destiné a permettre le choix du « meil-
leur » embryon dans le cadre d’une fécondation in vitro
et d’un diagnostic préimplantatoire (Figure 1). entre-
prise affirme pouvoir évaluer le risque (génétique) pour
onze affections allant du diabéete de type 1 a I"hyper-
tension en passant par le cancer du sein ou de la pros-
tate, selon le sexe. Ce serait alors aux parents de choi-
sir, parmi la demi-douzaine d’embryons viables obtenus
apres une fécondation in vitro, celui qu’ils souhaitent
implanter. Notons (Figure 1) que le test est aussi censé
évaluer 'intelligence et la taille a I"age adulte — mais
ne rapporte qu’une estimation du risque (génétique)
de déficience mentale ou de nanisme. Comme indiqué
dans un récent article de la MIT Technology Review [1],
la direction de la firme espére que méme des couples
fertiles auront recours a la fécondation in vitro afin de
pouvoir sélectionner le meilleur enfant. Ce « choix de
I’enfant parfait » qui figure depuis des lustres parmi les
principaux problémes potentiels de la génétique médi-
cale et de la « procréatique » semble donc aujourd’hui
se concrétiser. Sur le plan pratique, le test est pratiqué
a partir de quelques cellules prélevées sur I’embryon,
et repose sur un profil génétique large effectué via un
microarray (puce a ADN) suivi
du calcul de scores polygé-
niques [2] (=») pour chacune
des affections a évaluer. Le
colit annoncé est de 1000 dollars plus 400 dollars par
embryon testé. Il s’agit donc d’une extension du dia-
gnostic préimplantatoire (DPI), déja pratiqué en France
pour éviter la naissance d’enfants atteints d’une mala-
die « d’une particuliere gravité » selon les termes de la
loi'. Les affirmations de Genomic Prediction sont-elles

(=) Voir la Chronique
génomique de B. Jordan,
m/s n° 12, décembre 2018,
page 1116

! Notons que le choix du sexe par DPI est interdit chez nous mais admis dans de
nombreux pays notamment aux ftats-Unis.

m/s n® 3, vol. 36, mars 2020
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UMR 7268 ADES, Aix-Marseille,
Université /EFS/CNRS ;
CoReBio PACA, case 901,

Parc scientifique de Luminy,
13288 Marseille Cedex 09,
France.

brjordan@orange.fr

fondées ? €n d’autres termes, les scores polygéniques
que pratique cette firme sont-ils réellement prédictifs ?
Les données récentes vont plutét dans ce sens, nous
allons les résumer.

Scores polygéniques : valides, méme en présence
de mutations « monogéniques »

Rappelons d’abord ce qu’est un score polygénique (par-
fois appelé GPS, genome-wide polygenic score), déja
évoqué dans ces chroniques [2] : il est calculé en fai-
sant la somme des « alleles de risque » détectés dans
le profil génétique de la personne, chacun des termes
étant affecté d’un coefficient qui reflete la force de
son association avec la maladie et donc I'intensité du
risque qui lui est associé. U'établissement de la formule
du GPS pour une affection donnée repose sur I'analyse
des profils génétiques au sein d’une grande population
comportant individus affectés et témoins ; il comprend
le choix des locus (des SNP, single nucleotide polymor-
phism) qui en feront partie et 'ajustement des coef-
ficients qui leur seront affectés. €n pratique, le calcul
des GPS est fondé sur I’analyse de grandes banques de
données comme la UK Biobank [3] qui répertorient les
profils génétiques et les données phénotypiques de cen-
taines de milliers de personnes. Une fois la formule du
score polygénique établie, on peut I'appliquer au profil
de SNP obtenu pour une personne donnée afin d’estimer
son risque génétique pour 'affection en cause — pour
autant qu’elle appartienne a une population similaire a
celle qui a servi a établir la formule.
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Figure 1. Exemple de résultats fournis par Genomic Prediction. Pour chaque
affection, on trouve, de gauche a droite, le risque absolu estimé par I'entreprise
(sous forme de graphique, de pourcentage et d’évaluation qualitative), suivi du
risque moyen et du risque relatif et enfin de sa position sur la courbe de Gauss
des risques. Par exemple "embryon analysé ici présente un risque relatif évalué
a 4 pour le diabéte de type |, supérieur a celui de 98 % des personnes, risque qui
reste faible dans I’absolu (0,4 %) en raison de la rareté de I’affection (risque
moyen 0,1 %) (figure reproduite a partir du site Internet de I’entreprise https://
genomicprediction.com/epgt/).

L'importance de ces scores polygéniques est qu’ils permettent une
évaluation du risque pour des affections complexes dont la compo-
sante génétique implique de nombreux génes — ce qui est le cas de la
plupart des maladies fréquentes [4]. Dés 2018, il était démontré que
ces scores pouvaient détecter un risque élevé (trois fois la moyenne)
pour une fraction significative (quelques pour cent) de la population,
et donc jouer un réle aussi important du point de vue clinique que des
mutations monogéniques tres rares [2, 5]. Plus récemment, les mémes
auteurs ont étudié I'influence du « fond » polygénique sur I'effet de
mutations monogéniques, et montré que cette influence est impor-
tante [6]. Pour le cancer du sein par exemple, une personne ne por-
tant pas la mutation BRCAL (breast cancer 1) ou 2 peut, en fonction
du score polygénique, avoir un risque aussi élevé qu’une porteuse de
mutation dont le score est faible (Figure 2). Ces résultats soulignent
I’importance clinique des GPS et donnent aussi un fondement concret
a la notion jusqu’ici bien vague de « pénétrance ».

Notons I'importance pratique de la correction apportée par la prise en
considération du score polygénique : I'intérét de la mastectomie pré-
ventive, fréquemment pratiquée aux Etats-Unis pour les porteuses de
mutations BRCAL ou 2 [11] (=») devient assez

o (=) Voir la Synthése de
douteux pour celles dont le score polygénique est

0. Cohen-Haguenauer, m/s

proche de zéro... n° 4, avril 2019, page 332
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Quelques bémols...

La validité des évaluations de risque génétique via les
scores polygéniques a fait "objet de critiques [7] : cer-
taines des premiéres études s’appuyaient sur un effectif
insuffisant, leur traitement statistique manquait de
rigueur, notamment en ne testant pas la formule obte-
nue sur un échantillon totalement indépendant de celui
utilisé pour I’établir. Un article publié dans Cell [8] a
paru démontrer des performances de prédiction tres
insuffisantes — mais il s’intéressait @ deux caracteres
extrémement polygéniques, la taille a I’dge adulte (plus
de 1000 génes repérés !) et le quotient intellectuel
(01). De plus, la démonstration faisait un large appel
aux simulations, toujours moins convaincantes que des
données réelles. Une publication émanant de Genomic
Prediction et de ses collaborateurs académiques [9]
est, comme on pouvait s’y attendre, nettement plus
positive, mais semble néanmoins solide. Elle s’intéresse
a Iévaluation du risque de maladie pour 16 affections
parmi lesquelles le diabéte, le cancer du sein et de
la prostate, et montre des valeurs prédictives assez
convaincantes. Au total, on peut donc conclure [4]
que les scores polygéniques présentent déja, dans de
nombreux cas, une validité prédictive notable et une
réelle utilité clinique, et que I’étude de plus en plus
fine (séquencage de I’exome, séquencage intégral) de
populations de plus en plus nombreuses et diversifiées
ne pourra qu'améliorer leur fiabilité et augmenter leur
intérét médical.

Un maniement délicat

On peut donc s’attendre a ce que les propositions de
Genomic Prediction suscitent I’intérét de nombreux
couples, surtout dans les pays comme les €tats-Unis
ol une forme de diagnostic préimplantatoire plus large
que celui pratiqué en France est déja courante : pour un
tiers des fécondations in vitro, la recherche d’aneuploi-
dies est pratiquée sur les embryons avant implantation,
et la détermination du sexe est fréquente [1]. €n ce qui
concerne la validité de ces analyses, il faudra veiller a
la cohérence des populations, alors qu’actuellement la
grande majorité des banques de données concernent
majoritairement des individus d’origine européenne : un
GPS établi grdce a ces données ne sera pas nécessaire-
ment valide pour les embryons d’un couple asiatique ou
africain. Ne pas oublier non plus qu’il s’agit d’évalua-
tions de risque et non de prédictions (comme I'indique
d’ailleurs I'entreprise sur son site), et que 'intervalle de
confiance peut étre assez large (cf. la Figure 2), alors
que la précision des nombres (cf. la Figure 1) peut faire
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Figure 2. Abscisse : score polygénique ; ordonnée : probabilité
de cancer du sein avant 75 ans. €n bleu : porteuses de muta-
tions BRCAL ou 2, en bistre : non porteuses. La valeur moyenne
du risque est indiquée par les lignes pointillées. Uintervalle de
confiance (& 95 %) est indiqué par la zone de couleur, assez
large pour les porteuses (faible effectif), trés étroite pour les
témoins. La valeur relativement faible du risque pour les por-
teuses s’explique par les biais d’enrélement et par la coupure
des données a 75 ans, de nombreux cancers survenant apres

cet dge (extrait partiel et modifié de la figure 2 de [6]).

illusion. Le colit de la procédure, enfin, n’est pas négli-
geable : a celui de la fécondation in vitro, il faudra
ajouter quelques milliers de dollars.

Au-dela de ces considérations plut6t techniques, cette
«recherche de 'enfant parfait » pose évidemment de
nombreuses questions éthiques et sociétales. Comment
réagiront les parents si I"enfant ne correspond pas
a la prévision, ce qui est trés possible puisque cette
derniére est de nature statistique ? Est-il vraiment
admissible de vouloir prédéfinir ainsi un futur enfant ?
Ne se lance-t-on pas alors sur la pente glissante d’une
prédéfinition de plus en plus précise, rendue possible
par "accumulation des informations et la construc-
tion de nouveaux scores polygéniques ? £t ce choix du
« meilleur » embryon ne conduit-t-il pas logiquement

a '« amélioration » de ce dernier,  (-») Voir la Chro-

nique génomique de
B. Jordan, m/s n° 3,
mars 2019, page 266

comme ’a récemment tenté le
Chinois Jiankui He [10] ? (=)
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Ces questions, encore théoriques il y a quelques années, commencent
maintenant a se poser de maniere trés concréte, et les réponses ne
devraient certainement pas étre confiées a la seule loi du marché. ¢

SUMMARY

Polygenic scores: towards designer babies?

A new company is offering extensive genetic analysis of embryos during
an in vitro fertilisation procedure, allowing the derivation of polygenic
scores for several diseases and embryo choice based on these results.
Polygenic scores, if properly implemented, can indeed have substantial
predictive value, and the possibility of embryo choice based on these
data has become real, raising a number of practical and ethical pro-
blems. ¢

LIENS D’INTERET
L’auteur déclare n’avoir aucun lien d’intérét concernant les données publiées dans cet

article.
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L'essentiel sur
alimentation et grossesse

Le bien-étre et la santé de la femme enceinte passent

indiscutablement par son alimentation. Et alors que la

grossesse modifie complétement le rapport a l'alimentation,

se nourrir devient tout un enjeu.

e Comment alterner les plaisirs et les plats ?

e Quel impact lalimentation a sur la croissance et le
développement du futur bébé ?

e Comment éviter de perdre ou prendre du poids ?

* Que faut-il absolument éviter ?

e Comment rester sereine ?

Bien s’alimenter est chose aisée lorsqu’on est bien informé.

L'auteur propose des explications détaillées et délivre des

conseils aux futurs parents, mais avant tout aux professionnels

de santé qui les accompagnent.

2 Cliguez ici pour feuilleter quelques pages du livre

Des conseils pour une alimentation sereine
23 recettes originales et adaptées

Des fiches récapitulatives « Les 10 notions clés »
Une foire aux questions les plus fréquentes

Philippe DerueLLe est chef du pdle de gynécologie obstétrique au CHU de
Strasbourg et secrétaire général du College national des gynécologues et
obstétriciens francais. Il orchestre de nombreuses conférences et groupes de
travail autour des disciplines gynécologique et obstétricale. Il accompagne les
femmes enceintes et les aide a adopter des bonnes pratiques, pendant cette
période. Il a rédigé ce livre en collaboration avec des personnes expertes dans
leur domaine : Emmanuelle Couturier diététicienne-nutritionniste et Sophie
Lecorain, Maitre de conférences en psychologie de la santé a I'Université de
Lille. Les recettes de ce livre ont été spécialement élaborées par Marion
Lamy, diététicienne-nutritionniste (pour Datameal), qui s'appuie sur les
recommandations de Philippe DERUELLE.

-ATI'ENTIOI\I ! PeTiT BlJOU

Préface du Professeur Israél Nisanp
Président du Collége national des gynécologues et obstétriciens francais

« Attention, voici un livre remarquable, un petit bijou. Il dit lessentiel, en peu de mots et avec méthode. [...] Assurément, une lecture
incontournable pour les femmes mais aussi pour les professionnels de la naissance qui disposeront d’'une remarquable synthése sur
le sujet de I'alimentation pendant la grossesse. »

PCI I’I’eSiCI Contact : Claire JOSSERON - claire.josseron@parresia.fr - 01 49 85 60 48
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