UN EXEMPLE DE CIRCUIT SYNTHETIQUE DE GENES
REPOSANT SUR LE PRINCIPE DE LA BOUCLE FERMEE
POUR REGULER UNE MALADIE METABOLIQUE
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AN EXAMPLE OF A SYNTHETIC GENE CIRCUIT BASED ON THE
CLOSED-LOOP PRINCIPLE TO REGULATE A METABOLIC DISEASE
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LES CIRCUITS SYNTHETIQUES DE GENES FONCTIONNANT A BOUCLE FERMEE DANS LES
NOUVELLES THERAPIES CELLULAIRES

Les thérapies cellulaires consistent a greffer, injecter ou implanter des cellules vivantes afin de soigner des maladies,
que ce soit pour régénérer des tissus endommagés ou pour combattre des cancers (Guedan et al. 2019). Elles ont des
champs d’application extrémement variés, allant de la médecine régénérative a la greffe de moelle osseuse et 2 'immu-
nothérapie. Parmi elles, 'immunothérapie cellulaire, avec ’exemple des cellules CAR T, a transformé le traitement de
certaines hémopathies malignes (Asmamaw Dejenie et al. 2022). Les circuits synthétiques de génes appartiennent a
une nouvelle génération de thérapie cellulaire appelée cell-based therapy, visant a doter des cellules de nouvelles fonc-

tions par modification génétique.
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Les recherches en biologie synthétique, comme I’étude de circuits synthétiques de génes, cherchent a développer de nouveaux
systémes biologiques qui n’existent pas dans la nature (Xie & Fussenegger 2018). Ils consistent & mettre en ceuvre des circuits lo-
giques dans une cellule, a 'image des circuits électroniques. Ces nouveaux outils biologiques sont capables de répondre de facon
logique et controlable a leur environnement, et de réaliser de nouvelles fonctions (Chakraborty et al. 2022). Un circuit en boucle
fermée a pour fonction de réguler un processus biologique en associant un ou plusieurs récepteurs (« senseurs »), une voie de
transduction du signal et des effecteurs (Stefanov & Fussenegger 2022).

APPLICATIONS A LA MALADIE DE CUSHING

Lune des applications potentielles concerne la régulation de TACTH (hormone adrénocorticotrope) dans la maladie de Cus-
hing. Cette maladie est due a la présence d’un adénome hypophysaire qui sécrete un exces I’ ACTH, ce qui stimule la production
de glucocorticoides par les glandes surrénales via I’axe hypothalamo-hypophysaire. Cela entraine un hypercortisolisme chronique,
aussi appelé hypercorticisme. La maladie de Cushing est a différencier du syndrome de Cushing, qui résulte également d’un hy-
percortisolisme chronique, mais dont la cause principale est iatrogéne, par "administration massive de glucocorticoides. Chez le
chien, la prévalence de I’hypercortisolisme chronique est d’environ 0,2 % (Carotenuto et al. 2019). Méme s'il est difficile d’estimer
le nombre de cas de syndrome de Cushing iatrogéne, il semble largement majoritaire. Une large étude rétrospective de 2018 sur
les centres hospitaliers universitaires vétérinaires en Amérique du Nord montre que 65 % des cas d’hypercorticisme chez le chien
n’ont pas d’origine diagnostiquée (Hoffman et al. 2018). Chez ’homme, la maladie de Cushing a une présentation similaire et
'incidence a été estimée entre 1,2 a 2,5 nouveaux cas par million et par an (Etxabe & Vazquez 1994 ; Lindholm et al. 2001).
Ainsi, cette maladie commune a ’homme et & 'animal pourrait bénéficier d'une approche unifiée utilisant une thérapie cellulaire
reposant sur le principe de la boucle fermée.

L ACTH est un biomarqueur spécifique de la maladie de Cushing, bien que son dosage soit délicat en raison de sa demi-vie
tres courte (Veldhuis et al. 2001). Chez les patients humains atteints de la maladie de Cushing, la concentration plasmatique
d’ACTH est en moyenne multipliée par sept (Hong et al. 2015). Chez 'homme, le traitement de premiére intention repose sur
I'ablation de la tumeur hypophysaire par chirurgie transsphénoidale, mais cette approche est inefficace chez 20 2 40 % des patients,
soit en raison de récurrences causées par une ablation incompléte, soit en raison d’une ablation excessive entrainant un hypopi-
tuitarisme (Fleseriu et al. 2021). En revanche, cette chirurgie n’est pas courante chez le chien, en raison de sa complexité tech-
nique, a laquelle s’ajoute la diversité anatomique des cranes de chiens (forme brachycéphale ou dolichocéphale...). Dans
'ensemble, environ la moitié des patients humains atteints de la maladie de Cushing n’ont pas d’option thérapeutique satisfaisante
(Gilis-Januszewska et al. 2022). Un circuit synthétique de génes a boucle fermée régulant '’ACTH représente donc une perspective
de traitement particulierement intéressante pour les patients atteints de la maladie de Cushing.

PREUVE DE CONCEPT EXPERIMENTALE

Le défi du traitement de la maladie de Cushing est d’obtenir une régulation fine de la concentration plasmatique ’ACTH.
En effet, une inhibition excessive de ’ACTH pourrait entrainer d’autres maladies, comme I’hypopituitarisme. Un circuit génétique
en boucle fermée pourrait répondre a cette exigence en ajustant dynamiquement la production d’un effecteur anti-ACTH en
fonction des niveaux plasmatiques de '’ACTH. En effet, d’aprés le principe de la boucle fermée, I'effecteur anti-ACTH n’est
produit que lorsque la concentration I’ ACTH dépasse le seuil de stimulation du senseur.

La partie expérimentale de notre étude s’est attachée a démontrer I'efficacité in vitro d’un senseur I’ ACTH et d’un effecteur
anti-ACTH, puis le fonctionnement coordonné du circuit complet chez des cellules modifiées pour exprimer tous les éléments
du circuit. Elle a été réalisée dans le laboratoire de Martin Fussenegger, qui fait partie de 'Ecole Polytechnique Fédérale de Zurich
(Eidgendssische Technische Hochschule Ziirich, ETHZ).

La figure 1 illustre le fonctionnement théorique du circuit in vivo. Les cellules régulatrices sont encapsulées et injectées par
voie intrapéritonéale, et ’ACTH plasmatique est détectée en permanence grice a 'expression de deux récepteurs membranaires.
Au-dela d'un certain seuil, 'TACTH entraine 'activation d’'un promoteur minimal synthétique au sein des cellules régulatrices,
controlant ainsi I'expression de I'effecteur anti-ACTH qui est sécrété par les cellules et diffuse dans la circulation générale. Cet
effecteur neutralise "’ACTH circulant, normalisant ainsi les niveaux de cortisol et réduisant les symptomes de la maladie de Cus-
hing. Dés que la concentration I’ACTH revient a la normale, la production d’effecteurs cesse, évitant tout risque d’hypopitui-
tarisme.
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Figure 1. Conception d'un circuit synthétique de génes en boucle fermée pour réguler le niveau d’ ACTH circulant chez le chien.

Le circuit synthétique de génes concu dans cette étude aurait pour objectif de réguler le niveau d’ ACTH circulant chez un chien atteint de la
maladie de Cushing. Un implant contenant des cellules génétiquement modifiées avec le circuit de génes serait implanté chez le chien. L’exces
d’ACTH produit par le micro-adénome sécrétant serait détecté par les récepteurs et permettrait la sécrétion de Ieffecteur anti-ACTH qui
capterait ' ACTH et empécherait la stimulation des glandes surrénaliennes.

CONCLUSION

Nos résultats! ont mis en évidence le potentiel de deux récepteurs de PACTH et d’un effecteur anti-ACTH dans la thérapie cel-
lulaire pour la maladie de Cushing. Ils ont également validé le fonctionnement du circuit synthétique de génes complet in vitro. Ces
résultats sont prometteurs pour le développement d’un nouveau traitement de la maladie de Cushing, mais nécessitent la réalisation
d’expériences dans un modele murin de la maladie de Cushing afin de tester Uefficacité du circuit in vivo. Le modéle murin décrit par
Kemeny et al. (2020), qui consiste a injecter des cellules tumorales hypophysaires humaines AtT20 par voie sous-cutanée a des souris
immunodéficientes BALB/C nude, pourrait constituer un modele approprié pour cette étude. Quelques modifications du circuit pour-
raient également étre explorées afin d’optimiser sa dynamique et sa réactivité in vivo. La mise au point de ce circuit en boucle fermée
offre la possibilité d’une régulation fine des concentrations ’ ACTH chez les patients atteints de la maladie de Cushing. Les retombées
potentielles de cette innovation sont vastes, allant de traitements plus ciblés avec moins d’effets secondaires a I’élaboration de nou-
veaux outils de diagnostic, améliorant ainsi significativement la qualité de vie des patients.
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