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NOUVELLE

L’hétérogénéité intraclonale
des tumeurs et son impact
sur la médecine de précision

Les promesses de I’imagerie de cellules
vivantes couplée a la modélisation

mathématique
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Jérémie Roux", Jean-Luc Gouzé®, Paul Hofman

> En oncologie, I'enjeu de la médecine
personnalisée (encore appelée méde-
cine stratifiée ou de précision) est de
prédire la réponse d’une tumeur a une
série de thérapies « ciblées » dispo-
nibles, et ainsi trouver la combinaison
thérapeutique pour laquelle le patient
ne développera pas de « résistance »
primaire voire secondaire. Cette problé-
matique n'est pas nouvelle en cancé-
rologie (classification histologique des
cancers du poumon non a petites cel-
lules ou a petites cellules par exemple
pour déterminer la chimiothérapie la
plus efficace), mais I"émergence des
résistances aux traitements ciblés a mis
en évidence la grande variabilité qui
existe entre chaque individu en termes
de réponse aux traitements antican-
céreux [1]. Celle-ci se manifeste par
un spectre variable allant de I'absence
de réponse au traitement jusqu’a une
réponse partielle ou compleéte, réponse a
laquelle il faut intégrer une toxicité plus
ou moins importante selon les individus.
Ce phénotype de résistance aux théra-
pies est irrémédiablement lié au déces
du patient, et a 13 % de la mortalité
mondiale due a un cancer [2].

Hétérogénéité intratumorale et
hétérogénéité intraclonale

La résistance aux médicaments est le
mécanisme qui limite I'efficacité des
thérapies anticancer : elle peut prove-
nir d’une anomalie indépendante de la
tumeur (distribution/métabolisme du
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médicament, environnement tumoral),
ou d’une anomalie de la cellule tumo-
rale (blocage de I’apoptose, autopha-
gie, sénescence) [3]. Les techniques
génomiques et protéomiques modernes
ont pu identifier de nombreux genes et
mécanismes cellulaires impliqués dans
la résistance aux thérapeutiques anti-
cancéreuses. €n analysant des cellules
tumorales individuellement, ces études
ont alors permis de mettre en évidence
"hétérogénéité cellulaire intratumorale
(génétique et spatiale, présence de cel-
lules souches cancéreuses) (Figure 1)
[4, 13, 14]. ’ensemble de ces études
a été déterminant pour associer des
signatures d’expressions géniques ou
protéiques aux données cliniques obte-
nues chez des patients, et permettre la
découverte de certains marqueurs pré-
dictifs de réponse et de progression du
cancer. Cependant, bien que réalisées a
I’échelon de la cellule individuelle, ces
études restent encore essentiellement
corrélatives, joignant les signatures
génomiques/protéomiques des cellules
d’un échantillon a la valeur moyenne
d’une mesure phénotypique (diagnos-
tic histologique, taille de la tumeur,
pourcentage de cellules apoptotiques,
croissance cellulaire, etc.).

Plus récemment, les techniques d’ima-
gerie de cellules vivantes ont montré
que des cellules issues d’une méme
population monoclonale, peuvent géné-
rer une diversité phénotypique extraor-
dinaire, indépendamment du cycle cel-
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lulaire : ainsi, des deux cellules sceurs
issues d’une seule division, 'une répon-
dra a une molécule thérapeutique et
Iautre non (hétérogénéité intraclonale)
(Figure 1) [5]. La cellule survivante
pourra participer a la récidive tumorale.
Il a été montré in vitro que c’est I’état du
protéome au moment du traitement [6],
et notamment les niveaux d’expression
relatifs de protéines pro et anti-apop-
totiques, qui expliquent cette hétéro-
généité au sein d’une lignée cellulaire
monoclonale (Figure I, démontrée in
silico [7]). Bien que ces études aient
permis de lier directement une réponse
cellulaire intégrative a une mesure phé-
notypique, telle que la mort ou la survie
de la cellule, en réponse au traitement,
elles ne permettent pas d’obtenir une
mesure compléte du protéome (Figure 2)
et donc d’identifier une cible ou un
groupe de cibles moléculaires.

Comment lier un phénotype aux
analyses « omiques » multiplex ?

A I'heure actuelle, seule I'imagerie de
cellules vivantes permet d’établir un
lien direct entre un événement biochi-
mique cellulaire et le devenir de la cellule
dans laquelle cet événement est mesuré
(Figure 2). Ce lien est particuliérement
important dans la problématique de
résistance aux thérapies anticancer ou
enjeu est de minimiser I’hétérogénéité
intraclonale afin d’obtenir une réponse
complete de 'ensemble de la popula-
tion cellulaire. Il existe aujourd’hui de
nombreuses sondes biochimiques fluo-
rescentes qui peuvent mesurer un grand
nombre de processus cellulaires, mais
la plupart nécessitent la création de
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Figure 1. Mécanismes de résistance aux thérapies anticancer dus a [’hétérogénéité intratumorale et intraclonale dans I’expression de génes/pro-

téines de la voie apoptotique. Au sein d’un clone exprimant une « réponse partielle », les fluctuations du protéome (représentées par les couleurs

rouge, orange et jaune du cytoplasme du clone 2) peuvent faire émerger des contextes cellulaires ot la quantité des protéines anti-apoptotiques

dépasse celle des protéines pro-apoptotiques, empéchant la propagation du signal de "apoptose. La cellule survivante peut donner naissance a

une nouvelle tumeur d’hétérogénéité identique (réponse partielle maintenue par le traitement [12]), ou éventuellement activer un programme

génétique favorisant la résistance de nouveaux clones (réponse adaptative).

cellules génétiquement modifiées, et le
nombre de signaux mesurés simultané-
ment reste encore aujourd’hui limité [8].
La génomique et la protéomique, quant
a elles, offrent des possibilités d’ana-
lyses simultanées (multiplex) trés
importantes qui peuvent étre effectuées
sur des cellules non modifiées, directe-
ment issues d’échantillons de patient.
Mais ces techniques ne permettent pas
le suivi de cellules individuelles dans
le temps (signature dynamique), ce
qui peut masquer I’effet de la thérapie
et empéche I’évaluation de Ieffica-
cité antitumorale du médicament pour
chaque cellule (Figure 2).

Uintégration de ces ensembles de don-
nées, fondamentalement différents
(statiques et dynamiques), est envisa-
geable aujourd’hui grace a
d’outils biostatistiques et a
de modeles mathématiques.

['utilisation
la création
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Les modeles mathématiques sont uti-
lisés en biologie pour décrire de fagon
quantitative les régulations de voies
de signalisations cellulaires, en codant
chaque réaction biochimique sous la
forme d’une équation mathématique.
Ces modeles sont écrits sur la base des
connaissances fondamentales en biolo-
gie cellulaire. Lutilisation de modeéles
mathématiques a déja permis d’illus-
trer la nature multifactorielle de la
résistance aux médicaments antican-
céreux et de déterminer les contextes
cellulaires (ensemble de paramétres)
conduisant a la mort de la cellule tumo-
rale [15].

La détermination de ces parameétres
(paramétrisation des modeéles) par des
méthodes mathématiques est donc
Iinterface ol peuvent étre intégrées les
données biologiques issues de I'image-
rie de cellules vivantes et des analyses

«omiques ». Les analyses « omiques »
de cellules uniques renseignent sur la
variabilité des niveaux d’expression de
genes ou de protéines trouvés dans une
population, ceux-ci représentent les
valeurs de parametres et les conditions
initiales des modeles mathématiques.
Uimagerie de cellules vivantes, quant
a elle, informe sur les cinétiques des
réactions biochimiques servant ainsi a
calibrer les modeles, et permet de s’as-
surer que ceux-ci capturent correcte-
ment les mécanismes cellulaires sous-
jacents [9]. La puissance de cette
méthode réside dans I’analyse « com-
putationnelle » de sensibilité, afin de
trouver des parametres « sensibles »
a des petites perturbations (associées
a des protéines du réseau cellulaire
étudié). Ces études permettent ensuite
de suggérer des cibles thérapeutiques
ou méme des biomarqueurs potentiels
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Figure 2. Comparaison des approches génomique/protéomique avec I'imagerie de cellules vivantes et intégration de ces approches single-cell grace

a la biologie computationnelle. La génomique/protéomique permet de collecter une grande quantité de signaux dans une large population de

cellules pour capturer I’hétérogénéité intratumorale et intraclonale. Uintégrité cellulaire étant perdue lors de la préparation des échantillons,

ni la signature dynamique (cercles), ni la réponse cellulaire de la cellule analysée (phénotype) ne sont observables. U'approche d’imagerie de

cellules vivantes permet de mesurer la signature dynamique d’une réponse cellulaire (signal) ainsi que le phénotype associé a cette dynamique.

’approche computationnelle permet d’intégrer ces 2 types d’ensembles de données par des modeles mathématiques dont I"analyse peut isoler

des parametres « sensibles ». Ces candidats peuvent étre testés expérimentalement par la suite pour mettre en évidence de nouvelles cibles thé-

rapeutiques ou des biomarqueurs potentiels.

[10]. Ces modéles peuvent aussi pro-
poser des relations mathématiques
entre les niveaux d’expressions de plu-
sieurs protéines, qui individuellement
ne représentent pas des biomarqueurs,
mais qui, ensemble, acquierent une
valeur prédictive.

Perspectives et enjeux de la biologie
computationnelle pour la médicine
personnalisée

Prédire la réponse des cellules tumorales
pour vaincre la résistance a une thérapie
est I’enjeu de la médecine personnalisée
ou de précision. Les résistances cellu-
laires intrinseques et acquises lors du
traitement peuvent coexister dans une
méme tumeur (hétérogénéité intratu-

m/s n® 1, vol. 31, janvier 2015

morale), ce qui rend difficiles les pré-
dictions thérapeutiques [1].

Les prédictions basées sur les don-
nées « omiques », méme a "échelon de
cellules individuelles, restent encore
aujourd’hui malheureusement tres
imprécises en partie a cause du carac-
tere rapidement évolutif des résistances
tumorales [11], mais aussi parce que
ces prédictions sont faites en corrélant
une signature génomique ou protéo-
mique a une réponse globale de la popu-
lation tumorale. Cependant, deux cel-
lules génétiquement identiques peuvent
avoir un protéome progressivement dif-
férent (changements dynamiques) et
générer deux réponses opposées : résis-
tance ou mort cellulaire (hétérogénéité

intraclonale) [5]. Cette différence fon-
damentale de réponse cellulaire n’est
observable qu’en suivant le devenir de la
cellule par imagerie de cellules vivantes.
Faire correspondre la réponse d’une
cellule a son protéome et @ son génome
permettra de répondre a la question
suivante : quelle signature moléculaire
conduit a la résistance thérapeutique de
la cellule qui va relancer la croissance
tumorale ?

Le défi de la biologie computation-
nelle est aujourd’hui de lier les ana-
lyses multidimensionnelles a haut
débit (analyses statiques : génome,
épigénome, protéome, et méta-
bolome) et les analyses dynamiques
des voies de signalisation cellulaire



(analyses dynamiques : microscopie
de cellules vivantes) par I'utilisation
de modeles mathématiques interpré-
tables en termes moléculaires. Ces outils
permettront de compléter la médecine
génomique afin de mieux prédire quel
patient pourra bénéficier d’'une thérapie
spécifique, et de comprendre les raisons
quantitatives de I'efficacité variable
d’une thérapie. ¢

Intraclonal heterogeneity in tumors
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> Environ 2,9 millions de personnes
souffrent de diabéte en France [1]. Ce
nombre a doublé en 10 ans. Le diabéte
non insulinodépendant, plus communé-
ment appelé diabete de type 2, repré-
sente pres de 92 % des cas de diabete
et sa prévalence ne cesse d’augmenter,
dopée par la généralisation de Iinacti-
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cardiovasculaires sont responsables de
prés de 65 % des déces liés au dia-
béte [2]. €n plus d’accroitre le risque
de maladie des artéres coronaires et
de neuropathie autonome cardiaque,
le diabete peut directement affecter la
fonction de la pompe cardiaque. Cette
cardiomyopathie diabétique se carac-
térise par un dysfonctionnement ventri-
culaire gauche qui se développe en I'ab-

sence d’athérosclérose, d’hypertension
ou de maladie valvulaire. Elle touche
initialement la fonction diastolique,
avec altération du remplissage ventricu-
laire précoce, prolongation de la relaxa-
tion isovolumétrique et augmentation
du remplissage tardif sous la dépen-
dance de la contraction auriculaire, et
évolue souvent vers un affaiblissement
de la contraction du muscle cardiaque
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