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Résumé

Depuis les années 90, les chercheurs ont pu développer une technique pour la réparation des
modifications génétiques qui provoquent des maladies, jusque-1a, incurables. Cette technique est
nommee «la thérapie génique».Il s’agit 1a de ’introduction d’un matériel génétique sous forme
d’ADN ou d’ARN dans une cellule cible pour corriger un géne défectueux et inhiber la synthese
d’une protéine a I’aide d’un vecteur soit virale ou non virale .Le transfert de gene peut se faire «
in vitro » par le transfert directement de géne dans la cellule. Ou bien « ex vivo »
parleprélevementdelacelluleetlamodificationdecelle-cienlaboratoire. La thérapie génique est
utilisée dans divers domaines pour le traitement de certaines maladie génétique telles que :le
cancer ,le diabéte ,les maladies cardiaques ,la polyarthrite rumathoide, 1’arthrose, et autres. Les
chercheurs ont également eu recours tres récemment a cette technique dans un domaine tres
particulier, celui de la vaccination dans le cas de la Covid-19. Cette technique demeure un
véritable espoir dans la guérison de maladies qualifiées d’intraitables et ce malgré toutes les

limites éthique et morale qui la cernent.

Mots clés : Thérapiegénique, Gene, Modificationgénique, maladiegénétique, vecteur,



Abstract

Since the 90s, researchers developed a technique for repairing genetic changes that provoke
incurable diseases .This technique is called :Genetic therapy .The latter is the introduction of
genetic material in form of DNA or RNA into a target cell to correct a defective gene and inhibit
the synthesis of a protein using either a viral or non-viral vector. The gene transfer can be done
“in vitro” by the direct transfer of the gene into the cell. Or “’ex vivo” by removing the cell and
modifying it in the laboratory .Gene therapy is used in different fields for the treatment of certain
genetic diseases such as :cancer ,diabetes, heart disease, humid polyrthritis
osteoarthritis,......... Recently ,gene therapy has been also used to produce vaccination in the
case of Covid-19 .Gene therapy belongs a very promising technique in the cure of difficult

genetic diseases in spit of ethic and moral limits that encircle it.

Key words: Gene therapy, Gene, Genetic modification, Gene disease, vector,
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Introduction

Depuis longtemps , les chercheurs ont découvert que les cellules des étres vivants

renferment une cartographie appelée «le génome» (EscorsetBreckpot,2010).

IIs ont observé qu’il ya des maladies d’origine genétique et héréditaires ,c’est-a-dire
causées par une modification dans leur matériel génétique précisément dans les alléles ; c’est les

«mutations ».

Dans les années 80, un groupe de chercheurs débute les premiers essais cliniques sur

devrais patients dans I’espoir de corriger ces «erreurs»(Lalanne,2009).

Ces essais ont finalement abouti et beaucoup de patients ont connu la guérison. C’était les
premiéres manipulations genétiques (Bleaseet al.,1995). Ce type de thérapie est nouveau et

controversé, il s’agit de la «thérapie génique».

La thérapie génique est une technique basée sur le transfert de matériel génétique ,elle
consiste a introduire un geéne dans 1’acide nucléique du malade a I’aide des vecteurs. Le géne
porté par le vecteur est un ‘géne médicament’ qui sera sous la dépendance d’une séquence de
régulation et remplacera le gene erroné . Ces vecteurs peuvent étre viraux ou non viraux comme :

les adénovirus, les adéno-associée, les lentivirus...

La thérapie génique est une technique lourde, elle donne un grand espoir pour la survie
(CordelieretBuscil,2005).Cependant,sonapplicationrestesujetteabeaucoupdelimiteséthiqueset

morales.

Désormais, la thérapie génique atteint des niveaux tres développés dans différents
domaines de la médecine et elle est applicable sur de nombreuses maladies génétiques comme :le

cancer, les maladies cardiaques, les maladies ophtalmologiques, le SIDA....... (Hellez,2014).

Dans ce manuscrit, on s’intéresse aux différents volets qui entourent la thérapie génique.
Notre mémoire s’articule sur quatre chapitres : le premier parle des genéralités sur la thérapie
génique. Le deuxiéme s’intéresse aux modalités et aux différents vecteurs employés, le troisieme
résume des exemples concrets ou la thérapie génique a apporté ses fruits. Le manuscrit se

termine par une conclusion et des références bibliographiques.

v
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Chapitre 1 :
Géneralités sur la théerapie géenique




Chapitre I Généralité sur la thérapie génique

Le développement des techniques moléculaire a permis par conséquent le développement
de la génétique et la maitrise du génie génétique.

Actuellement, 1’une des plus grandes réussites scientifiques est de pouvoir utiliser le
génome dans le traitement de certaines maladies héréditaires, il s’agit de la thérapie

génique.

1. Définition de la thérapie génique

La thérapie génique est un outil de traitement qui consiste a introduire un acide
nucléique (ARN ou ADN) comme produit pharmaceutique afin de prévenir, soigner ou
guérir une maladie.

Aujourd’hui la thérapie génique est a la mode car elle constitue une méthode
thérapeutique completement nouvelle.

Selon le type de la thérapie génique, elle peut étre pratiquée selon les affections, par
autogreffe de cellules modifiées ex vivo ou par administrations in vivo, systémique ou
locale, de vecteurs contenant I’ADN a transférer.

Les vecteurs rétroviraux sont les mieux appropriées au transfert ex vivo alors que les

vecteurs adéno viraux semblent prometteurs pour 1’administration in vivo (Kahn, 1991).

2. Historique de la thérapie génique

La notion d’aborder des pathologies en modifiant les génes n’est pas récente. Dans les
années 50, les scientifiques évoquent I’idée de modifier le patrimoine génétique.
Friedmann et Robin sont les premiers a évoquer I’immense potentiel qu’est la thérapie
génique dans la revue scientifique « Science » en 1972. lls déclarent que « la thérapie
génique peut ameéliorer des maladies génétiques humaines dans le futur ». Cependant, a
cette époque les techniques et les connaissances n’étaient pas assez développées.

La thérapie génique, en tant que modification du matériel génétique qui a pour objectif
le traitement d’une maladie, est mentionnée par la communauté scientifique sur un plan

théorique a la fin des années 1960 (Lederberg, 1996).
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En 1970, la thérapie génique est en développement. A cette époque sont apparus les
premiers outils du génie génétique , notamment la techniques de Polymerase Chain
Reaction (PCR ), de clonage moléculaire, et les enzymes de restriction permettant de
couper a un endroit précis, appelé site de reconnaissance, un fragment d’ADN réintroduit
par la suite dans un autre fragment d’ADN. Le génome humain devenait enfin accessible a
une analyse détaillée (Galibert, 2009).

La premiére expérience de véritable transfert de genes est tentée sur e. coli en 1973.
Aujourd’hui dans ce domaine cette bactérie est largement utilisée.

Il faut attendre la fin des années 1980 pour pouvoir parler de succes partiel de thérapie
génique avec la réalisation du tout premier essai clinique (figure 1), Initié par S.
Rosenberg, F. Anderson et M. Bléasse, sur une américaine de quatre ans, atteinte d’une
maladie génétique qui provoquait un effondrement total de ses défenses immunitaires.
Cette déficience, due a I’absence d’une enzyme, I’adénosine désaminase (ADA),
nécessitait le maintien de ’enfant dans un environnement totalement stérile, en attendant
une greffe de moelle ou, comme ce fut le cas, une « greffe génétique » . Cette Petite fille
recut une greffe de ses propres lymphocytes T dans lesquels avait été introduit le géne
permettant de produire I’enzyme dont elle était dépourvue.

Les modifications génétiques de ses lymphocytes furent effectuées au moyen d’un
vecteur rétroviral dérivé du Murine Leucémie Virus (MLV) exprimant le gene de I’ ADA.
Le fait d’injecter a la fillette ses propres lymphocytes T a permis d’écarter les problemes
de rejets de greffe. Cependant, 1’expression du gene transféré s’est montrée tres fugace,

imposant des injections répétées.
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Fillette atteinte d'un

déficit en ADA

3- Restitution des
rmphocytes -« tates» 1- Préléevement de lymphocytes T

Lymphocvytes T « traités »

capables de synthétiser 'TADA
& Lymphocytes T de l'individu

incapables de synthétiser 'TADA

2- Transfection des lymphocytes T
par un vecteur rétroviral contenant
le géne codant pour 'ADA

Figure 01 : Principe du premier essai de la thérapie génique (1989)(Noblet, 2011).

3. Les stratégies de la thérapie génique

En ne considérant que la thérapie génique somatique, deux grandes

Stratégies sont utilisées :

-La thérapie génique in vivo: dans cette stratégie, 1’acide nucléique est transféré
directement au patient a I’aide de vecteurs. Le vecteur est le véhicule de 1’acide nucléique
lui permettant d’atteindre les cellules d’intérét.

-La thérapie ex vivo : ici, les cellules des patients sont prélevées, puis modifiées a I’aide
d’acide nucléique puis réinjectées.

Certains éléments sont commun entre les deux stratégies (INSERM, 2020) (figure 02).
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Modification Modification des cellules £EX VIVO
des cellules IN VIVO

Geéene
therapeutique @

Geno
7 herapoutique

Le vecteur viral
est directement injecté
dans l'organe cible

Les cellules sont réinje
dans l'organisme du p.

Figure 2: Les deux stratégies de la thérapie génique
(https://www.inserm.fr/dossier/therapie-genique/)

En 1999 I’équipe du professeur Alain Fisher de I'unit¢é INSERM U429 de I’hopital
Necker de Paris envisagea le traitement des enfants atteints d’un déficit immunitaire
grave : le Déficit Immunitaire Combiné Sévére lié au chromosome X, ces enfants sont
nommes « les enfants bulles ».

Ces enfants ne devaient pas étre en contact avec le moindre antigéne car leur organisme
était incapable de résister aux infections, méme légeéres, dues aux divers agents
pathogenes, bactéries et virus, présents dans 1’environnement normal. Ils étaient par
conséquent confinés dans des enceintes hospitaliéres sous atmosphére stérile d’ou le nom
qui leur a été attribué. Cette maladie héréditaire touche exclusivement les garcons et
concerne environ un garcon sur 300 000. Les lymphocytes T et les cellules Natural Killer
(NK) ne sont pas produites car leurs cellules souches, dépourvues des récepteurs gamma C
et gamma Y pour deux cytokines, sont incapables de se différencier et de se multiplier. La
maladie est létale durant la premiére année de vie en I’absence de moelle osseuse
allogénique.

En 2000 : Le premier sucées de la thérapie génique de la maladie SCID X1 a eu lieu au
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sein de I’équipe de Fisher.

Un second éveénement intervient récemment par des chercheurs de 1’hopital
Necker-Enfants Malades de Paris, il s’agit de deux enfants souffrant d’une grave altération
du systéeme immunitaire, et qui sur les onze inscrits au protocole de recherche, avaient
développé une forme de leucémie aprés une longue période de rémission. Ces enfants
bulles, bénéficiaient d’un traitement expérimental depuis respectivement 20 et 24 mois.
Cette annonce provoqua ’arrét de nombreux protocoles aux Etats-Unis dont la similitude
avec le protocole suivi a Paris pouvait faire susciter les mémes craintes. Le GTAC, comité
d’¢éthique en Grande Bretagne spécialisé sur les questions en rapport avec les thérapies
géniques, ne mit pas un terme aux protocoles en cours. Une récente publication indique
qu'un enfant souffrant de cette méme déficience, X-SCID, avait pu étre guéri au
Royaume-Uni. Les chercheurs ont décidé d’annoncer cette réussite afin que ces
recherches, qui connaissaient jusque-la une image relativement négative, puissent

connaitre un regain.

4. Le principe de la thérapie genique

L'étre humain, comme les autres étres vivants, se compose de quelques milliards de
cellules. Chaque cellule contient 23 paires de chromosomes composés d'un ADN (acide
désoxyribonucléique) qui est en forme de deux brins complémentaires enroulés en hélice
(double hélice).

Ce dernier est le support de I'hérédité, présent dans le noyau des cellules eucaryotes et
dans le cytoplasme chez les cellules procaryotes.

L'ADN est composé des quatre bases azotés qui sont : adénine, thymine, cytosine et
guanine. Cet acide nucléique est composé des génes dont I’ensemble constitue le génome.
Ce dernier contient toutes les informations nécessaires au développement et au
fonctionnement de 1’organisme. La modification dans une séquence de gene provoque une
modification dans la séquence de la protéine produite. Le gene ne joue pas donc son réle
correctement et peut entrainer des maladies tres diverses notamment les maladies

chroniques telles que : les cancers, la myopathie, la mucoviscidose.....
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On peut retenir le principe de la thérapie génique c'est de corriger un défaut génétique
ou de pallier le manque d'une protéine en apportant le gene responsable de sa synthése
(Ardaillou, 2001).

La dilution ou la modification d’un géne apparait sur la physiologie cellulaire suite a la
modification de I’interaction de ce géne et les autres composants cellulaires (Ardaillou,
2001).

La réparation génomique par I'édition des genes dans la cellule donne une mutation
génetique grace a des enzymes spécifiques qui jouent le role de couper le géne
précisement la ou la mutation a eu lieu pour pouvoir le réparer ultérieurement. Ce
phénomene se passe grdice a des enzymes nommées  nucléases.
(https://www.passeportsante.net)

L'idée principale de la thérapie génique est de guérir a la fois des maladies acquises et
des troubles hérités qui résultent d'une mutation génétique spontanée avant la naissance
(Lalanne , 2009).

D’autre part, on peut l'utiliser la thérapie génique dans le domaine de la production des

vaccinations (figure 03) comme le cas de la vaccination contre le SARS- Cov 2.

Soigner au cceur de la cellule

=
S
Fme——’ a

géne
médicament

Le géne est inséré
dans le vecteur viral.

S

| Le vecteur pénétre
y @ dans la cellule jusqu’a

I'intérieur du noyau.
Cellule

Membrane
cellulaire

Figure 03 : La thérapie génigue et son évolution vers les vaccinations (Ducruet ,2003)



https://www.passeportsante.net/

Chapitre I Généralité sur la thérapie génique

5. Les techniques de la thérapie génique actuelle

La technique de la thérapie génique dépend de I’organe malade. Plus 1’organe est
péniblement accessible (par exemple le cerveau), plus la thérapie va étre difficile a mettre
en place. Le cas de figure le plus simple a aborder est celui ou I’anomalie va se montrer
dans le sang, par exemple dans I’hémophilie.

L’hémophilie est caractérisée par I’absence d’une protéine appelée « facteur 8 »
imposée dans le processus de coagulation sanguine. Il est alors admissible d’adopter la
thérapie genique pour introduire le géne correspondant (produit en laboratoire) soit dans
les cellules sanguines qui ont une durée de vie importante, soit dans les cellules qui
constituent la paroi des vaisseaux sanguins. Les cellules qui porteront le géne introduit
seront alors capables de produire la molécule essentielle & une coagulation normale. Un
autre exemple s’agit du traitement de la myopathie de Duchenne, une grande proportion
de cellules musculaire (au moins 20%) doit acquérir le géne corrigé. C’est 1’'une des
difficultés majeures de la thérapie génique. En effet, dans ce cas de figure il est nécessaire
de confier le gene a un vecteur (élément capable d’acheminer le géne qu’il porte a toutes

les cellules qui en ont besoin) (Gravel, 2017).

La thérapie génique, en permettant une production constante de la protéine
médicament directement dans [’articulation, limiterait de fagon appréciable le nombre
d’injections nécessaires ainsi que le colt global du traitement. De plus, D’activité
biologique des protéines transgéniques semble supérieure a celle des protéines

recombinantes (Gouze, 2007).

6. Les types de la thérapie génique

Il existe deux types de la thérapie génique: la thérapie génique somatique et la thérapie

génique germinale.
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6.1 La thérapie génique germinale

Elle consiste a effectuer des modifications dans les cellules d'un embryon aux stades
tres précoces de son développement (Palmiter et Brinster,1985). Ces modifications se font
par l'utilisation de micro- injections des composant du systeme (ARN messager CAS9 et
I'ARN guide) dans le zygote (Niuet al.,2014).Pour changer le patrimoine génétique qui
sera transmis a toutes les cellules de la future descendances (Cherif, 2017). Cette
technique, loin d’étre controversée du point de vue éthique, nous permet d’étudier le role
et le fonctionnement de certains genes et de surproduire certaines substances d’intérét
biologique en se servant d’animaux génétiquement modifiés (Briand et al.,1989 ;
Gerlinger, 1989).

Dans cette technique, s’inscrit aussi la transgénése qui consiste a insérer un nouveau
gene (sain), grace a la recombinaison homologue, dans le génome afin de remplacer un
géne malade (Lemerchandel et Montagutelli, 1990).

L’application de la transgéneése chez I’étre humain est jusqu’a présent interdite lorsqu’il

s’agit de manipulation des cellules germinales.

6.2 La thérapie génique somatique

Cette thérapie consiste a introduire des modifications génétique dans les cellules
somatiques sans modification des cellules germinales d'un organisme (Handyside et
al.,1990), c'est-a-dire de traiter une génération d'étres vivants sans transmettre la
correction a leur descendance (Misra ,2012)(figure 04).

Dans ce cas le changement génétique ne sera pas héréditaire, donc la descendance du

malade traité aura le méme risque d'étre porteuse de la maladie que leur géniteur.
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Figure 04 : Thérapie génique somatique ex vivo utilisant un virus modifié comme vecteur
(therapiegenique.org)
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1.Les modalités de la thérapie genique

Il existe deux méthodes pour transduire les cellules cibles : la méthode in vivo et la méthode ex
vivo (figure05). Ces méthodes sont différentes par rapport au lieu ou se déroule la transduction
cellulaire.

1.1 La thérapie génique invivo:

C'estl’injectiondesgenesthérapeutiquesc'est-a-direletransfertdegénedirectementdanslecorpsdu
patient soit par injection systémique dans la circulation sanguine soit par injection locale au
niveau d'un tissu ou organe.

Exemples :I’injection au niveau de la rétine.
-Dystrophies musculaire d'origine génétique.

Ces genes sont transportés par des vecteurs viraux . Le taux de transfection reste faible , sauf

dans le cas de tumeur localisée(Nayerossadat et al., 2012).

Les vecteurs comme les virus adéno-associés (AAV) injectés dans certain type de cellules cibles
et il ne s'integre jamais au génome du patient. Dans ce cas ,la cellules se divise, le vecteur se
dilue et perd en efficacité thérapeutique .C'est une méthode non intégrative parce que d’une part,
elle ne modifie pas 1 'ADN de I’héte et d’autre part, elle est employée pour soigner des tissus qui
ont fini de grandir comme les yeux , le muscle , le foi, puis que les cellules de ces tissus se

divisent peu et que le vecteur se diluera peu a peu (https://www.france_assos_santé.org/2019).

1.2 La thérapie génique invitro

C’est une technique qui se résume en trois étapes:

La premiere s’agit de prélever les cellules de I'organisme vivant qui souffrent d’une anomalie

génetique puis de les cultiver dans des conditions favorables.

La deuxieme est une transfection en culture : c'est-a-dire 1’introduction du géne d'intérét dans

les cellules prélevées.

La troisiemes consiste en la réimplantation des cellules traitées de nouveau dans I'organisme
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vivant .Cette technique est également connu sous le nom de thérapie cellulaire (Nayero ssadat et

al ., 2013).

Cette technique est trés spécifique, parce qu’elle cible des cellules bien précises sans pour autant
déclencher une réponse immunitaire (pas de rejet). La limite de cette méthode est la toxicité

associéee a la méthode de transduction et le rendement limitée de la manipulation (Cherfi, 2017).
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Figure05 : représente la thérapie génique in vivo et ex vivo(https://www.sftcg.fr/patients-et-
grand-public/dictionnaire-de-la-therapie-genigue.aspx)
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2. Les vecteurs

Pour corriger les anomalies génétiques, on peut introduire les genes thérapeutiques dans les

cellules malades via des vecteurs viraux et non viraux (Méval et al.,2020).

2.1 Les vecteurs viraux

Ce sont des vecteurs utilisés surtout dans la thérapie génique in vivo. Il s’agit notamment des
adéno virus,des virus adéno-associés (AAV) , ou des lentivirus . Actuellement , ils sont étudiés a

titre d’exemple pour transférer des génes sains vers la rétine des mammiferes(Sci,2015).

2.1.1Adénovirus

Ce sont des virus nus @ ADN double brin ,linéaire non segmenté de 26 a 45 Kb.

IIs sont de la famille des adénoviridae, genre mastadénovirus (Cherif 2017),Le sérotype 5
(HADS) est le vecteur le plus étudié et utilisé en thérapie génique (Sharma et al., 2010). Ce
vecteur ne présente aucun risque d’induire une mutation dans les autres génes de la cellule
(Viswanathanet al., 2015).

Dans le cas de 1’adénovirus HADS5(figure06),le vecteur s’attache a la surface de la membrane
plasmique grace au récepteur CAR (Coscackeivirus and AdenvirusReceptor),puis il est internalisé
dans le cytoplasme. L’endosome s’échappe grace au protéine virale VI, la capside se transporte au
cours des microtubules grace a des dyneines cytoplasmique jusqu’aux pore nucléique ,ou la capside
est désassemblée par des protéines pour libérer le matériel génétique dans le noyau sous forme
d’épisome(Coughlan et al.,2010).

-
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Figure06 : représente le mode de pénétration de 1’adénovirus HAD5(Coughlanetal.,2010)
2.1.2Les virus adéno -associé(AAV)

Ce sont des virus non enveloppés (nus), ceux qui font partie de la famille des parvoviridae, du
genre de pendovirus , et qui possedent une petite taille sont les vecteurs viraux les plus utilisés
pour la thérapie génique(Daya and Berns,2008).

Ces virus sont non intégratif c'est-a-dire que leur génome ne s’intégre pas dans le génome de
I’hote et reste sous forme d’épisome (Halbertet al., 2007). Leur particularité c’est qu’ils ont

besoin d’un autre virus(adéno virus ou herpes virus)pour accomplir leur cycle de réplication.
Ils possedent sur leur génome, deux répétitions terminales inversées portant les génes repet cap

qui codent pour des protéines facilitant la réplication virale et ’assemblage de la capside grace a
un épissage alternatif (Gaj et al., 2016)(figureQ7).

14




Chapitre II: les modalités et les vecteurs de la thérapie génique

Lorsque le géne rep est délaité le taux d’intégration spontanée est faible (Hellez,2014), et le virus
perd sa spécificité de site (Lenzet al.,2012).Le géne rep est essentiel pour la réplication
JLintégration, la régulation transcription elle et ’assemblage virale. Il se traduit en quatre protéines
(REP 78/REP68/REP50 et REP 42). Tandis-que le géne cap code pour trois protéines structurelles
(VP1,VP2etVAP3).

L’auto-assemblage d’activation (aap) contribue a la formation de la capside, les répeétitions
terminales inversées contiennent des séquences palindromiques formant une structure en épingle
a cheveux sous forme de T ce qui facilite la connexion des protéines REP avec des sites de

liaisons spécifiques (Gaj et al.,2016).

AAV genome ITR REP CAP ITR
Transfer plasmid / \ Rep/Cap
cDNA or
P P
ITR romoter ShRNA IR romoter REP CAP
+

Helper plasmid

Promoter E4 E2a VA

Figure  07: représente  le  génome  des  virus adéno
associe(AAV)(https://www.addgene.org/quides/aav/)

2.2 Les vecteurs non viraux

Les vecteurs non viraux sont plus faciles a produire que les vecteurs
viraux .Parmi les ,on cite les vecteurs chimiques et les acides nucléiques

nus.
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2.2.1 Les vecteurs chimiques
Exemple : les liposomes.

C’est une association d’une molécule chargée négativement comme I’ADN et une autre

molécule chargée positivement, grace a des interactions électrostatiques.

Le gene thérapeutique sera inséré dans une sphére formée par une membrane double lipidique,
celiposome fusionne avec la membrane cellulaire apreés liaison avec la protéine membranaire qui
est chargée négativement , et I’ADN est intégré par [’endocytose donc I’ADN doit ensuite
atteindre le noyau. Les vecteurs contenant des polymeres peuvent étre rendus spécifiquement en
leur fixant des ligands reconnaissant les protéines de surface de la cellules (http//therapie

genique.free.fr).

2.2.2 Les acides nucléiques nus

C’est I’ensemble des techniques qui permettent I’injection des plasmides nus directement dans

les cellules cibles (Misra, 2012).
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TableauO1l:les techniques de I’injection des plasmides nus.(https://www.sftcg.fr )
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Technique Principe Matériel Avantages inconvénients
Micro injection Injection Micro pipette , Trés efficace Fastidieux ex vivo et pas
manuelle micro (ciblage directe d’application
manipulateur , du In vivo
microscope noyau
Canon a ADN Bombardement de ‘géne gun * Immunisation Faible pénétration dans
particules a particules génétique faible les tissus
grande vitesse quantités profonds
d’ADN
Sonoporation Perméabilisassions de | Sonde a ultrasons , | Nouvelle Toxicité mal établie
la membrane cellulaire | microbulles formulation de
par des microbulles
ultrasons
Irradiation Perméabilisation Source laser Efficace , haute Cot elevé, toxicité
induite par un précision du potentielle
faisceau laser faisceau
Injection Injection directe Seringue (cathéter)| Ciblage Difficilement

hydrodynamique

d’un grand
volume de liquide

efficace du foie

Transférable a I’homme

Electro transfert

Champ électrique

induisant  une

perméabilisation de la

membrane et une
force

Electro

phorétique

Electrodes ,
générateur
d’impulsion

Tres efficace , facile
d’utilisation

Toxicité potentielle

=
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3. Ethique de la thérapie génique

Ce n’est qu’en 1975 que se tient la conférence d’Asilomar .Cette conférence entre médecins et
chercheurs en biologie moléculaire des Etats-Unis avait pour but principal la discussion des

enjeux éthiques et de la sécurité des derniéres découvertes de la biologie moléculaire.

Lors de cette conférence, des directives ont pu étre établies dans le but de cadrer les
recherches dans ce domaine et un moratoire a ¢été décidé afin d’établir les limites des
manipulations moléculaires sur I’ADN recombinant. La question de la recombinaison d’ADN

entre plusieurs organismes a ainsi été I’une des questions étudiées lors de cette conférence.

Dés1990,le comite consultatif national d’éthique a rendu un avis concernant la thérapie
génique chez I’homme. Cet avis insiste sur le caractére particulier de cette technologie. Il émet

un avis favorable al’utilisationdelathérapiegéniqueconcernantlescellulesgerminales.
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La thérapie genique constitue 1’une des voies prometteuses pour le traitement de certaines maladies

génetiques (https://www.afm_telethon.fr).

1. Lecancer

Le cancer est une maladie caractérisée par la multiplication et la propagation anarchique de
cellules anormales .Cette maladie a fait 1’objet de plusieurs essais cliniques de la thérapie

génique.

La cancérologie consiste a étudier les tumeurs et leur relation avec le systéme immunitaire des

patients de maniére a simplifier la reconnaissance des cellules cancéreuses et leur élimination.

Dans le domaine de la thérapie génique, des expérience sont été menées pour prélever des
lymphocytes T aux patients cancéreux et les équiper avec des récepteurs qui reconnaissent les

antigenes tumoraux pour éliminer les cellules cancéreuses.

L’un des traitements les plus actuels de la thérapie génique est celui utilisant le virus VIH
modifié comme vecteur. Celui-ci peut s’intégre naturellement dans les lymphocytes T et moduler
leur action. Les inventeurs de cette technique travaillent sur de nouveau récepteurs qui
permettrait de décliner d’autres conceptions notamment pour inhiber la molécule PD1 qui

constitue un frein & I’activation de lymphocytes anti tumoraux (figure09).

D’autre travaux portent sur 1’utilisation de virus oncolytiques génétiquement modifié pour

infecter et éliminer les cellules tumorales.

Certains résultats de la thérapie génique du cancer sont trés favorables et dirigés principalement
sur deux voies :la premiére diminuant les réactions de défense normale du patient ,et la seconde

induirait I’apoptose des cellules tumorales par un gene suicide.

Dans le cadre de la premiere technique utilisant le VIH, une équipe américaine a prouvé
I’efficacité des cellules T modifiés dans les leucémies aigues lympholastiques de type B. La
technique employée consiste a extraire des lymphocytes T des patients et a les modifier
génetiquement exvivo a 1’aide d’un vecteur lentiviral de type HIV-1 .Ces cellules modifiées
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Génétiquement vont exprimer des récepteurs d’antigénes chimeriques (CAR) capables de se lier
au récepteur CD19 qui sont présents uniquement a la surface des lymphocyte B. Une fois
injectées dans le sang des malades, ces cellules modifiées reconnaissent les cellules tumorales et

les détruisent.

En ce qui concerne la deuxieéme technique , un gene suicide codant pour des enzymes pouvant
convertir la forme inactive d’une drogues (médicament/chimiothérapie)en un produit toxique

inhibant la synthése des acides nucléiques est introduit dans les cellules tumorales(Lannoy,2012).
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Figure 08 : Stratégie de la thérapie génique du cancer en utilisant un virus

modifies(www.linternaute.com).

2. Tumeur cérébrale

Un autre exemple pour I’utilisation de la thérapie génique dans le traitement d’une tumeur est

celui du traitement des cellules tumorales cérébrales (figure09).

Il s’agit la ,d’une thérapie génique ciblée . Dans cette technique , des virions déja modifiés
génétiquement sont mis en contact avec les cellules de I’hdte. Ces derniéres deviennent a leur
tour productrices de nouveaux virions modifiés . Les cellules productrices sont par la suite
injectées directement dans la tumeur, les virus relachés par les cellules productrices envahissent

les cellules tumorales qui se divisent rapidement , mais ignorent les cellules cérébrales voisines.

Les cellules productrices et les tumorales sont amenées par les virions pour produire une

protéine qui les rend vulnérables a la destruction . Le Ganciclovir est un médicament injecté 14
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jours plus tard(c’est -a-dire apres la thérapie génique) et pénetre uniquement dans les cellules

contenant la protéine pour les détruire(Cottieret Guerry,2000).

Figure09: Anatomie du systeme nerveux centrale(http://www.sophiejacopin.com)

3. Diabéte

Une expérience publiée dans la revue Cell le 4 janvier 2018, redonne espoir aux personnes
atteintes de diabete de type 1, avec la réalisation d’une nouvelle forme de thérapie génique. Ce
type de diabéte se manifeste trés tot dans la vie et se détermine par I’incapacité de I’organisme a
réguler sont aux de sucre dans le sang , soit la glycémie . Une hormone est importante pour
réguler cette glycémie, I’insuline. Or ,en cas de diabéte ,le systeme immunitaire détruit le
processus de production de cette hormone. La seule technique dont bénéficient les personnes qui

sont atteintes est contraignante.

A I’étrangers des inventeurs expliquent avoir testé avec succés une nouvelle thérapie génique
sur la souris, chez qui il a été observé une reprise de la production d’insuline. En réalité, un autre
type de cellules est utilisé dans la régulation de la glycémie : les cellules alpha pancréatiques qui
elles-mémes produisent une autre hormone appelée glucagon et ce sont justement ces cellules
alpha pancréatiques que les chercheurs sont parvenus a reprogrammer en cellules productrices

d’insulines(Louvet-Rossi ,2018) .
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Le diabéte de type | a une association avec les alléles de classe 1l du complexe majeur d’histo
compatibilité (CMH) codés au locus DQ, portés par les haplo types HLA-DR3 et

DR4dontl’importance dans la présentation de 1’antigéne au lymphocyte T est démontrée.

Les auto-antigénes reconnus par le systéme immunitaire comme : ’insuline et la pro-insuline, la
glutamate décarboxylase(GAD),les antigénes apparentés (1A2/ICA512, 1A5/1A2B)caractérisent

les auto anticorps et les lymphocytes T impliqués dans la maladie(Boitard, 2002).

4. Les maladies cardiaques

Le cceur est I’organe de vie. Lorsque son fonctionnement est altéré, des maladies graves auront
lieu, car tout le fonctionnement de 1’organisme, sera par conséquent altéré. Ces déréglements

apparaissent lors que les génes de 1’organe sont affectés.

Pour corriger ce fonctionnement des maladies cardiaques ,la thérapie génique est actuellement
de premier rang. Elle est employée pour I’introduction des nouveaux génes ou la réparation des
génes qui sont capables de produire des protéines a I’intérieur de 1’organisme lui méme

(Bauters,2003).

Parmi les maladies cardiaques, on prend I’exemple du remplacement du pacemaker du cceur par
un gene dans la zone cardiaque, par I’utilisation des acides nucléiques. En effet, un groupe de
chercheurs ont réussi a introduire le geneTBX18 dans les cellules cardiaques d’un porc souffrant
de problemes dans la zone pompante du ceeur (Marois, 2014).Le géne utilisé TBX18 est un géne
qui code pour un facteur de transcription ,c’est un géne actif dans les cellules pacemaker du coeur
pendant le développement embryonnaire (Goubet,2014).11 permet ainsi de générer des pulsation

et transformer les cellules normales en cellules qui dirigent le rythme cardiaque (Marios,2014).

Le porc ainsi traité a retrouvé son rythme cardiaque normal des le lendemain du traitement et

son arythmie cardiaque a donc été régulée.

D’aprés cette expérience , les chercheurs ont conclu que les cellules reprogrammées chez

I’animal par la thérapie géniques ont véritablement efficaces.

Pour I’étre humain, les chercheurs se sont servi de génes appelés « géne guérisseurs ».Ils ont

utilisé un vecteur viral pour introduire ces génes guérisseurs directement dans les cellules de

=
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I’hote et permettre ainsi de réguler I’expression de genes défectueux ou aider une protéine a

s’exprimer davantage a fin d’augmenter un effet thérapeutique (https://www.europel.fr).

5. La polyarthrite rhumatoide et I’arthrose

Dans les populations occidentale, les pathologies articulaires inflammatoires et/ou
dégenératives , sont trés fréquentes. Les plus rencontrées sont la polyarthrite rhumatoides (PR) et
I’arthrose. Ce type de maladie constitue la premiére cause d’invalidité chez les personnes agées
de plus de 65ans. A cause de traitements actuels plus puissants et mieux ciblés, le recours a la
chirurgie est moins essentiel et un nombre croissant de patients conserve une activité

professionnelle.

L’accord entre traitements symptomatiques et traitements de fond reste cependant écrasant, et
s’accompagne bien souvent d’effets secondaires (tableau 2).Lors d’événement aigus ,il est

nécessaire de calmer la douleur et de stopper 1’inflammation.

Les prescriptions de corticoides et d’anti-inflammatoire non stéroidiens (AINS) traditionnels
sont compétentes lors des périodes inflammatoires séveres, mais ne peuvent pas étre employeées a
long terme. Les inhibiteurs spécifiques de la cyclo-oxygénase permettent des thérapies plus
longues en diminuant les effets indésirables gastro-intestinaux observés avec les AINS
traditionnels (Galy, 2017).

o
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Tableau? :traitement actuels disponible pour les maladies ostéo-articulaires

Exemples Commentaires
Analgésiques Paracétamol, sulfate de morphine  Palliatifs

Traditionnels : diclofénac, Palliatifs,

ibuproféne, kétoproféne troubles gastro-intestinaux

Rofécoxib : retiré du marché
AINS i0Xx®
Inhibiteurs de COX2 : coxibs \¥iowe -
Célécoxib : palliatif + nombreuses

contre-indications

Salicylate : aspirine Palliatif
) Palliatifs, traitements
Corticostéroides Cortisone sulfate, dexaméthasone i
de courte durée

Léflunomide, méthotrexate, Palliatifs, suppresseur
DMARD . S

sulfasalazine du systéme immunitaire

TNF bloquant : adalimumab, Injections répétées, colit éleveé,
BRM ethanercept, infliximab contre-indications*

IL-1 bloquant : anakinra Injections répétées, colit élevé

6. LaCOVID-19

La pandémie de covid-19 frappe actuellement & plein fouet. Les actions menées par I’OMS et
ses partenaires pour répondre a cette endémie(conseils sur les interventions essentiels |,
distribution de fournitures médicales vitales a ceux qui ont besoin ,vulgarisation des études et
don de vaccin), a permis de mieux répondre a cette grave maladie et endiguer du mieux sa

propagation.

Grace a la vaccination, le nombre de contamination diminue de jour en jour et un retour a la vie
normale est esperé pour bient6t. Les vaccins employés face a la covid-19 ont été mis au point par
une technique différente de la technique traditionnelle, en 1’occurrence les virus atténués. Les
laboratoires américains et allemands ont eu recours cette fois-ci a un type de thérapie génique :

I’utilisation directe d’acide nucléique ARN. Leur mode d’action repose a entrainer et a préparer
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Le systéme immunitaire a découvrir et a combattre les virus et les bactéries qu’ils ciblent

(https://www.who.int/fr/emergencies/diseases/novel-coronavirus-2019/covid-19-vaccines).

Désormais, des inventeurs de 1’université d’Harvard cherchent de mettre au point un vaccin

basé sur la thérapie génique. Il s’agit d’apporter un géne au sein des cellules grace a un virus
inoffensif pour I’homme.
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Figure 10: Un échantillon d’ADN  préparé avant d’étre analysé
(https://www.alamyimages.fr/dna-biologiste-pipetant-un-echantillon-d-adn-dans-un-flacon-pret-
pour-le-test-image397217011.html)
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Chapitre III: Les exemples de la thérapie génique

6.1 Vaccin a ARN messager

Comme pour le vaccin contre la grippe, on injecte des bouts de virus inactivé ou des cellules
virales pour déclencher une réaction du systeme immunitaire, qui va diriger a la fabrication

d’anticorps spécifiques , capables de protéger la personne lorsqu’elle sera infectée parle virus.

La technique ARN messager repose a injecter un code qui va permettre a I’organisme de
fabriquer lui-méme une portion inactive du virus et donc provoquer une réaction du systeme

immunitaire et la fabrication d’anticorps protecteurs.

Ce fragment d > ARN messager va amener les cellules a fabriquer une protéine inactive placée a
la surface du virus .L’organisme va reconnaitre cette protéine , appelée (spicule) du virus Sars-
Cov-2 qui permet au virus d’entrer dans les cellules humaines et induire une réponse immunitaire
dont des anticorps protecteurs afin de bloquer son

entrée. (https://www.doctissimo.fr/sante/epidemie/coronavirus-chinois/coronavirus-vaccins-

covid-19-pfizer-moderna-astrazeneca-sanofi-russie-chine).

6.2 Le systéme immunitaire

Leur action se base sur une technique déja utilisée dans la thérapie génique pour des maladies
héréditaires comme une forme de cécité. La thérapie génique utilise un virus inoffensif comme
un vecteur Il s'agit d'un virus adéno-associé (AAV), un petit virus non pathogene que l'on
retrouve chez les primates , humains compris . Dans le cas du coronavirus , les génes apportés
par le virus inoffensif servirait a ordonner aux cellules de créer une protéine de reconnaissance
spéciale pour le SARS-CoV-2. Elle viendrait stimuler le systeme immunitaire, capable ensuite

de combattre une future infection.
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Conclusion générale

Des efforts notable sont été réalisées depuis plusieurs années afin de rendre possible
I’application de la thérapie génique a ’homme. Les résultats actuels ne sont pas encore a la

hauteur des espoirs que laissait entendre au départ cette nouvelle méthode thérapeutique.

La thérapie génique présente I’avantage d’un traitement court , mais le ciblage du géne (

malade ) est une difficulté importante malgré la grande avancée du décryptage du génome.

Par ailleurs, le choix des vecteurs (rétrovirus ou adénovirus) capables de transporter les génes
thérapeutiques au bon endroit, avec efficacités et en toute sécurité, restent toute fois & mettre

au point.

La thérapie génique demeure une voie de recherche essentielle dans 1’apport de protéines
déficitaires ,le traitement de maladies héréditaires monogéniques voire de cancers et
d’athérosclérose, méme si la contribution a ces maladies des siécles reste incertaine. Afin de
surmonter les obstacles liés au développement de la thérapie génique, tous les organismes
concernés (recherche ,laboratoire , industries pharmaceutiques , hopitaux , administrations )
devront collaborer. Les enjeux financiers que ces thérapies représentent, sont si importants
qu’une veille scientifique et éthique s’impose plus que jamais. Aux Etats-Unis, des accidents
mortels, au cours d’essais thérapeutique menés en dehors des régles élémentaires d’éthique, se
sont terminés de maniére tragique par la mort du patient , et il semblerait que plusieurs
incidents survenus chez des patients inclus dans des protocoles de thérapie génique, et méme

leur déces, n’ont pas été portés a la connaissance des autorisés de controle.

Néanmoins, des scientifiques de différentes disciplines travaillent dans le but d’¢élaborer des
méthodes de ciblage novatrices , spécifiques , sensibles et non invasives . La récente
disponibilité de méthode de contrdle , avec la technique de PCR couplée au développement et
a la mise en ceuvre de mesure préventives, joue positivement en faveur d’un développement

rapide de la thérapie génique.
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Depuis les années 90, les chercheurs ont pu développer une technique pour la réparation des
modifications génétiques qui provoquent des maladies, jusque-la, incurables. Cette technique est
nommee «la thérapie génique».
Il s’agit l1a de I’introduction d’un matériel génétique sous forme d’ADN ou ARN dans une cellule
cible pour corriger un géne défectueux et inhiber la synthése d’une protéine a I’aide d’un vecteur
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dans un domaine trés particulier , celui de vaccinations dans le cas de la Covid-19.Cette technique
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