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[ntroduction



La thérapie génique est une biotechnologie définie comme la procédure utilisée pour traiter
ou améliorer I'état de santé du patient en modifiant génétiquement les cellules du patient. Il fournit
une approche unique pour traiter les maladies héréditaires et acquises en délivrant un matériel
génetique thérapeutique et ses éléments régulateurs associés dans le noyau, afin de corriger la perte
de fonction causée par une mutation ou d'exprimer le produit du géne déficient a des niveaux
physiologiques. Il est bien documenté que presque toutes les maladies humaines se produisent en

raison d'un défaut dans un seul géne ou un ensemble de genes dus a une mutation [1].

Apparence de la thérapie génique comme une question dans les recherches des 1976, elle a
connu un essor exponentiel a partir de 1990 avec les premiers tests cliniques chez ’homme dans le
traitement de déficit immunitaire sévere (SCID). Les succés incontestables obtenus chez des
patients souffrant de pathologies ADA-SCID ou X-SCID (I’immunodéficience combinée sévere liée
a I’X) se sont suivis malheureusement de complications comme des leucémies chez certains patients
atteints de X-SCID. Ces constatations soulignent les difficultés d’obtenir une méthode de thérapie
génique fiable pour la médecine de demain. Cette découverte, ces expériences et les promesses

d’énormes possibilités qu’elle apporte la thérapie génique ont motivé notre choix pour ce théme [2].

En dépit de diverses méthodes ou types de thérapie génique, la thérapie commence par
I'identification du gene mutant qui est responsable de la cause de la maladie. Le géne thérapeutique
est adapté au besoin d'augmenter, de supprimer ou de réparer. Une fois le gene thérapeutique
produit, il est chargé dans un véhicule appelé vecteur. La fonction du vecteur est de délivrer le géne
thérapeutique a la cellule cible du patient. Ces vecteurs divisés en deux grandes catégories, a savoir

les vecteurs viraux et non viraux (virus synthétiques) [3].

Ce concept de thérapie génique a été initialement destiné aux maladies génétiques monogeéniques,
dans lesquelles des mutations causales dans un géne donne sont responsables de la maladie que
présente le patient comme hémophilie et dystrophie musculaire de Duchenne. L’application de la
thérapie génique aux maladies génétique repose sur la compréhension des mécanismes
moléculaires impliqués dans le développement de la maladie et I’identification de cibles pouvant
étre modifiées par modulation de 1’expression génique. D’ou notre problématique est posée sur :
« Est-ce que la thérapie génique pourrait étre utilisée et efficace dans I’avenir comme un

traitement pour les maladies génétiques ?»



Et pour répondre a cette problématique, nous subdivisons notre mémoire en deux parties :

la premiére partie, intitulée « Les principes de la thérapie génique » sera consacrée pour
présenter les généralités, les stratégies et les techniques nécessaires a la mise en place d’un

traitement de thérapie.

La deuxiéme partie intitulée « Application de la thérapie génique », sera présenté des
exemples de la thérapie génique sur deux maladies génétique, 1’hémophilie et dystrophie

musculaire de Duchenne.
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I. Thérapie génique
1.1. Début de la thérapie génique

Depuis ses débuts, la thérapie génique oscille entre espoir et déception. Le concept de la
thérapie génique est simple puisqu’il consisterait dans 1’idéal a apporter un geéne réparateur dans une
cellule ou un tissu ou I’action d’une protéine fait défaut. Le mode de réalisation et les progres en ce
domaine, faisant intervenir des expertises complexes et multidisciplinaires ont probablement été
moins rapides qu’attendu. Il n’en reste pas moins que les promesses d’options thérapeutiques basées
sur ces biothérapies, sont susceptible de concerner parmi les plus rares et les plus graves des

maladies humaines [4, 5].

Par définition, son histoire est liée a celle de la génétique et de la biologie moléculaire. La premiere
identification d’une mutation d’un géne chez I’homme dans les années 1960, la capacité de transfert
d’ADN au sein de cellules, d’obtention de I’expression du géne correspondant et la compréhension

des mécanismes essentiels de régulation de 1’expression des genes ont été autant d’étapes préalables

[6].

En 1970, ’usage précis des enzymes de restrictions est maitrisé€ et on réve alors de modifier

la structure de I’ADN [7].

En 1973, réalisation du premier transfert de géne sur une bactérie trées commune :

Escherichia coli [7].

Dans les annees 1980, assiste a une premicre tentative de thérapie génique sur ’'Homme. Le
docteur Cline, de I’Université de Californie a Los Angeles, tente ce premier essai pour soigner deux

cas de thalassémie Béta-Zéro [7].

En 1990, début du premier essai clinique impliquant la thérapie génique, était deux filles de
quatre ans traitée au Centre Clinique de NIH. Utilisant des retrovirus recombinants pour traiter une
forme seévere autosomique récessive d’immunodéficience combinée (SCID) due a un déficit en
adénosine désaminase (ADA), I’essai a été salué comme un succés, mais les patients avaient aussi
¢té traités en paralléle par un remplacement standard d’enzyme combinée au polyéthylene glycol

(PEG-ADA) [6,8].
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En 1999, Mort de Jesse Gelsinger, quelques jours seulement apres avoir recu des particules
d’adénovirus recombinant par injection intra-hépatique dans un essai clinique de thérapie génique
pour le déficit en ornithine transcarbamylase, une réponse immunitaire massive aux particules

d’adénovirus a entrainé une insuffisance de multiples organes [8].

En 2000, le premier succes sans ambiguité de la thérapie génique concernait I'utilisation de
rétrovirus recombinant pour traiter une forme liée a ’X de SCID. Toutefois, plusieurs des enfants
traités développérent une leucémie, avec un déces due a I’activation d’un oncogene cellulaire par

insertion [9].

En 2006, succes transitoire de la thérapie génique utilisant un rétrovirus pour traiter deux
patients adultes atteints d’une maladie granulomateuse chronique, une maladie récessive qui affecte
la fonction des phagocytes et provoque une immunodéficience, en dépit du succes initial,
I’expression  du transgeéne s’est éteint chez les deux patients et ils développérent une
myélodysplasic due a ’activation insertionnelle d’un oncogéne cellulaire, 27 mois aprés la

thérapie génique, un des patients est décédé suite a une septicémie galopante [8,10].

Dans méme année, succés limité de thérapie génique de I’hémophilie B, des vecteurs AAV2 ont été
utilisée avec succes pour la transduction d’hépatocytes pour exprimer un transgéne du facteur IX,

une réponse immunitaire a la destruction des cellules exprimant le transgéne [11].

En 2009, le premier succeés d’une thérapie génique pour une maladie du systéme nerveux
central qui est 1’adrénoleucodystrophie liée a X, et la premiére utilisation d’un vecteur antiviral. En
outre, le deuxieme succés d’une thérapie génique in vivo, utilisant une injection dans la rétine
d’AAV recombinant pour traiter une amaurose congénitale de Leber, une forme de cecité de

I’enfance, le gain de vision significatif apres traitement était maintenu aprés un an [8].
1.2. Premiére réussite

La premiére tentative partiellement réussie de thérapie génique est & mettre au crédit d’une
équipe francaise, celle des professeurs Fischer et Cavazzana-Calvo, de 1’hopital Necker, a Paris. En
2000, ils réussirent a traiter avec succés deux enfants-bulles atteints d’une maladie génétique
appelée X-SCID. Ces enfants ont un deficit immunitaire important qui les rend plus sensibles aux
infections de toutes sortes et les oblige a vivre dans un environnement stérile (une bulle). Le

traitement, répété les années suivantes sur une douzaine d’enfants au total, permit a la quasi-totalité
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de ces enfants de sortir de leur bulle et de mener une vie normal. Malheureusement, en 2002, les

deux enfants traités développérent une forme de leucémie due au traitement [12].

Bien que le succes de cette tentative ne soit que partiel, elle est considérée par la
communauté scientifique et médicale comme une premiére médicale incontestable. 1l faut voir cette
expérience comme une preuve de principe, ¢’est-a-dire qu’il désormais possible de traiter des
patients par un gene-médicament. En revanche, il ne faut pas considérer que la technique est au
point ; au contraire, I’essentiel de la mise au point reste a faire. Depuis, d’autres tentatives ont aussi
été couronnées de succes a travers le monde. Mais, comme il a été souligné, ce type de traitement
étant destiné a des patients qui en auront besoin tout au long de leur vie, il serait imprudent de crier

victoire trop vite [12 ,13]
1.3. Catégories de thérapie génique

Le terme de thérapie génique regroupe donc les thérapeutiques biotechnologiques visant a

réparer une anomalie de I’ADN ou faisant exprimer une protéine thérapeutique.

La thérapie génique est une nouvelle approche de traitement ou de prévention des maladies qui
utilise le géne comme médicament. En apportant un géne « normal », on permet ainsi a la
machinerie cellulaire de reproduire une protéine « thérapeutique » en quantité suffisante. On utilise
le terme de « normal » car il s’agit d’introduire le géne qu’aurait du avoir la personne pour
fonctionner de maniere saine et viable. Quant au terme de « thérapeutique », il est utilisé car on

restaure bien une fonction physiologique [14].

La thérapie génique utilise un géne qu’elle introduit dans des cellules du malade. Selon la

nature des cellules touchées, on distingue deux méthodes :

» Thérapie génique germinale, ou thérapie génique sexuelle : Consisterait a appliquer la
thérapie génique a un embryon, au stade ou celui-ci est forme d’un amas de cellules, ou aux
cellules germinal (ovules, spermatozoides) d’un adulte. Le géne introduit serait alors
transmis a toutes les cellules filles des premicres cellules embryonnaires, c’est-a-dire a
toutes les cellules du futur individu il y’aurait donc modification du patrimoine génétique de
I’espece humaine. De plus, les cellules germinales du futur individu étant touchées comme
les autres, le nouveau patrimoine serait transmis héréditairement & toute sa descendance
[15].
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» Thérapie génique somatique : Ce sont les thérapies les plus courantes qui s’intéressent aux
génes des cellules dites somatiques, c'est-a-dire les cellules non reproductrices. La thérapie génique
somatique permet de remplacer le gene défectueux dans les cellules somatiques et n'a d'incidence
que sur la personne traitée Ceci signifie que tous les effets du traitement sont logés a l'individuel
étant traité et ne sont pas hérités par la future progéniture [7].

I1. Modalités d’utilisation de la thérapie génique
11.1. Addition d’un géne

L’addition d’un géne consiste a insérer dans le noyau cellulaire ou directement dans le
génome de la cellule hote un nouveau géne, qu’on appelle transgéne (figure 1). Dans la plupart des
cas, I’expression du transgéne permet a la cellule de produire son propre médicament. Cette
méthode ne fonctionne que si la maladie est due a une protéine non ou peu fonctionnelle. Elle

concerne surtout les maladies génétiques autosomiques récessives comme la mucoviscidose [16].

géne A
cellules malades phénotype normal
(déficit en produit (augmentation
du géne A) du produit du géne A)

Figure 1: Thérapie par augmentation des génes [8].

11.2. Remplacement d’un géne

Cette méthode est la plus appropriée pour corriger les mutations avec perte de fonction,
entrainant 1’absence de produits génique ou la production d’une protéine non fonctionnelle,
I’insertion d’un géne normale permet d’apporter la protéine manquant [17]. Certaines maladies
monogéniques pourraient étre traitées de cette fagon. Par exemple, la mucoviscidose, les

myopathies ou les maladies génétiques du systeme immunitaire [18].
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11.3. Réparation des génes

L’objectif de la réparation des genes est de restaurer la fonction d’un géne muté. Le géne
peut étre repérer au niveau de I’ADN en remplacant une s€équence contenant la mutation pathogéne
par la séquence équivalent normale (figure 2). Ce type de correction de géne s’applique a une
maladie avec gain de fonction dans laquelle le géne mutant résidant a une action effectivement
dangereuse sur les cellules ou les tissus. Une autre possibilité, est d’induire un épissage modifié du

gene qui éliminerait 1’exon porteur de la mutation nocive [8].

celliles malades ‘*gétné,; - 7' ’ phénotype normal
avecun allele mutant  gndogane (mutation corrigee)
(A™)codant comgs

un produit nocif

Figure 2: Correction de la mutation du géne [8].

11.4. Destruction de cellules

Cette approche est particulierement adaptée au traitement de cancer [8]. Elle s’effectue en
introduisant un géne apoptotique ou indirectement en sensibilisant par exemple des cellules
cancéreuses a des médicaments par introduction dans les cellules cancéreuses un géne qui code pour
une enzyme activant un médicament inactif administré au patient, ce médicament activé détruit

alors les cellules cancéreuses [18].
11.5. Inhibition de ’expression génique

Elle est utilisée spécialement pour traiter les maladies infectieuses en ciblant les fonctions

essentielles de I’agent pathogeéne et les cancers en inhibant les oncogénes qui sont activé [8].
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Les méthodes de blocage de I’expression génique ont fait I’objet de différents travaux et

certain d’entre eux s’averent prometteurs (figure 3).

D

NN f:ﬂ é;- )
oligonucléotide a—d b??:‘:
anti-sens, ARNsi, ( _}
ribozymes, etc. A

phénotype normal
(alléle nocif
non exprimé)

cellules malades
avec un alléle mutan
(A™Y codant
un produit nocif

Figure 3: Inhibition de 1’expression génique [8].

11.5.1. Thérapie anti-sens

Le principe est simple, il consiste en la synthése d’un oligonucléotide dont la séquence est
complémentaire de la séquence d’un ARN messager (ARNm) contenant une mutation avec un gain
de fonction. Cet oligonucliotide « anti-sens » se lié a I’ARNm anormal, empéchent sa traduction en
protéine pathogéne. Les oligonucléotides anti-sens peuvent également étre congus afin de se lier a
I’ADN double brin contenant la mutation pathogene, créant une triple hélice qui ne peut pas étre
transcrite en ARNm. L’une des difficultés de cette technique provient du fait que les oligonuclétides
sont dégradés avant qu’ils ne puissent attendre leur cible. Néanmoins, la thérapie anti-sens a été
testée dans certain nombre de protocoles, par exemple, elle a été utilisée pour bloquer 1’expression
de l'oncogéne KRAS dans les tumeurs pancréatiques et colorectales, et également comme

inhibiteurs de I’expression du virus de I’hépatite C [17].
11.5.2. Thérapie par les ribozymes

Les ribozymes sont des molécules d’ARN, dont certaines d’entre elles ont la capacité de
cliver ’ARNm. Elles peuvent é&tre synthétisées pour interrompre des séquences d’ARNm
spécifiques qui contiennent une mutation, ce qui permet de les détruire avant qu’elles ne puissent

étre traduites en protéine [17].
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I11. Modalités d’administration de la thérapie génique
I11.1. Thérapie génique in vivo

La thérapie génique in vivo consiste en un transfert direct de gene, soit par injection
systématique dans la circulation sanguine, soit par injection locale au niveau d’un tissu ou organe
(figure 4). Par exemple le transfert de genes direct par injection au niveau de la rétine, dans les

approches de thérapie génique de certaines maladies génétiques affectant la vision [19].
I11.2. Thérapie génique ex vivo

La thérapie génique ex vivo consiste a recueillir des cellules de I’individu a traiter et a y
introduire les bons genes soit par transfection soit grace a des virus (figure 4). Ces cellules, qui
possedent alors le bon gene sont réintroduites dans le sang par une injection intraveineuse. Cette
stratégie ne peut étre utilisée que pour des défauts génétiques se manifestant dans le sang ou

localisés dans des cellules que le sang peut atteindre [15].
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Figure 4: Concepts de thérapie génique in vivo et ex vivo [13].

111.3. Thérapie génique in situ

La thérapie génique in situ est dite "in situ" lorsque le gene est transférer directement dans
I’organisme du patient [20]. Cette technique est expérimenté, notamment, dans les cas de la
mucovisidose (transfert de vecteur dans la trachée et les branches), de cancer

tumeur un vecteur portant le géne d’une toxine, par exemple) [15].

(injection dans la
IV. Outiles de transfert de gene

On distingue deux grandes familles de systémes de vectorisation de genes, d’un coté les

vecteurs viraux et d’un autre, les vecteurs non viraux. La barriére entre ces deux familles tend a

s’estomper, car on observe progressivement I’apparition de vecteurs hybrides possédant a la fois des
structures virales et non virales [21]. Parallelement a ces deux familles, il existe des méthodes

physiques originales qui seront décrites de maniere succincte. Ces différents vecteurs ainsi que leurs
modes d’administration et les différentes méthodes physiques [22].
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IV.1. Vecteurs de transfert de génes

Pour faire pénétrer I’acide nucléique a visée thérapeutique dans les cellules du patient, on
utilise un vecteur. Ce Sont des virus qui peuvent étre modifiés dans le laboratoire pour fournir les
vecteurs qui transportent I'ADN rectifié et thérapeutique dans des cellules, ou il peut étre intégré
dans le génome pour modifier I'expression de gene anormal et la maladie génétique correcte. Ceci
concerne a retirer I'ADN viral actuel dans le virus et le remplacer par les génes thérapeutiques. De
cette facon, le virus devient simplement un « vecteur » qui est capable de transférer le gene désiré
dans des cellules [23.24]. Les vecteurs sont classes en deux types : les vecteurs viraux, les vecteurs

non viraux.
1VV.1.1. Vecteurs viraux

Les vecteurs viraux sont les plus utilisée pour délivrer des genes dans des organismes
vivants. La délivrance de génes par un virus est appelée transduction et les cellules infectées sont
décrites comme étant transduites [25]. Pour la plupart d’entre eux, les vecteurs viraux sont plus
efficaces que les non-viraux concernant le transfert du géne médicament, mais ils présentent des
inconvenients liés a leur immunogénicité, leur pouvoir pathogéne et la durée et le niveau

d’expression du gene [26].

Les types de vecteurs sont particulierement développés, les rétrovirus, lentivirus, les adénovirus, les

virus herpes simplex et les virus adéno-associés AAV (adeno associated viruses) (Annexel).
IV.1.1.1. Vecteurs rétroviraux

Les essais initiaux de thérapie génique ont utilisé les rétrovirus comme vecteurs préférés car

leur séquencage moléculaire a déja été bien elaboré et parce qu’ils peuvent s'intégrer dans le
génome de I'néte. La famille comprend sept genres: alpha rétrovirus, beta rétrovirus, gamma

rétrovirus, delta rétrovirus, epsilon rétrovirus, lentivirus (LV) et spumavirus.

Les rétrovirus thérapeutiques, dérivés habituellement d'onco-rétrovirus murins comme le
virus de Moloney, sont constitués d’un seul brin d’ARN linéaire, qui possédent une transcriptase
inverse, introduisent un complexe nucléoprotéique (complexe de pré-intégration) dans le
cytoplasme des cellules infectées [27]. Ce complexe fait une transcription inverse du génome viral
et intégre ensuite I’ADNc obtenu dans un site unique de maniére aléatoire dans le chromosome des

cellules hotes [8].

11
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Les rétrovirus sont principalement utilisés dans des stratégies de thérapie génique ex
vivo pour infecter notamment les cellules de la moelle osseuse. Les rétrovirus recombinants sont
incapables d'atteindre le noyau cellulaire sans rupture de la membrane nucléaire, et ne s'integrent
donc que dans le génome des cellules en division. Le gene transféré est transmis aux cellules filles,
expliquant ainsi la durée prolongée d'expression. Typiquement, le virus de la leucémie murine
(MLV) a éte utilise. Cependant, I'incapacité des vecteurs rétroviraux a infecter des cellules qui ne se
divisent pas a limité leur application potentielle. Puisque les rétrovirus sont capables de s'intégrer
dans le génome de I'néte, ils sont des vecteurs appropriés lorsque I'expression a long terme d'un
géne étranger est nécessaire. Les principales préoccupations concernant les rétrovirus demeurent
I'intégration accidentelle de ceux-ci dans le chromosome héte, entrainant des effets délétéres et
potentiellement mortels [24. 28].

Le génome d’un rétrovirus (figure 5) contient trois unités de transcription : gag (fait des
protéines internes), pol (fait la transcriptase inverse et quelques autres protéines), env (fait les
protéines de I’enveloppe viral), plus une séquence  (psi) qui est reconnue par les protéines virales
pour 1’assemblage de I’ARN en une particule virale. Dans les vecteurs basés sur un rétrovirus gag,
pol et env sont délaités et remplacés par le gene thérapeutique mais la séquence y est maintenue. La
cellule d’empaquetage rapproche les vecteurs recombinants viraux et fournit les fonctions gag, pol
et env sur des molécules séparées. La longue répétition terminal (LTR) contient les régions
promoteur /activateur et les séquences impliquées dans D’intégration. Les génomes viraux
recombinants sont empaquetés dans des particules virales infectantes mais incapables de se

répliquer, qui bourgeonnent a partir de la cellule et sont récupérées dans le surnageant [8].

12
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Figure 5: Vecteur rétroviraux [8].

1VV.1.1.2. Lentivirus

Les lentivirus sont un sous-ensemble du groupe des rétrovirus. La plupart des vecteurs
lentiviraux utilisés en thérapie génique sont basés sur le virus de l'immunodéficience humaine
(VIH). Les vecteurs du VIH peuvent s'adapter a des insertions de géne assez importantes et peuvent
fournir une expression a long terme grace a l'intégration chromosomique. Cependant, contrairement
aux particules rétrovirales classiques, les vecteurs lentiviraux peuvent également délivrer des genes
étrangers a des cellules qui ne sont pas en cours de division aussi bien que des cellules en division
active. lls peuvent egalement étre produits a des concentrations cent fois plus élevées que n’importe
quel rétrovirus [28]. En plus d’un génome ARN simple brin flanqué de longue répétition terminale
(LTR) et des génes gag, pol et env caractéristiques, ils possédent différents autres génes comme vif,
vpr, vpu, tat, rev et nef, qui codent les protéines impliquées dans la régulation et maturation de
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I’ARN viral et d’autres fonctions de réplication (figure 6). Dans les vecteurs recombinants, tout le

génome sauf la LTR et séquence v peut étre remplacé [8].

vpu

LTR LTR

vif
vpr

tat} ---{]
| |---rev

T >
REGION REMPLACEE

Figure 6: Vecteurs lentivirus [8].

1V.1.1.3. Adénovirus

Les adénovirus sont une famille de virus a ADN linéaire double brin, associé a des protéines
et entouré d’une capside (figure 7). Lorsqu’il entre dans une cellule hote humaine par endocytose,
via un récepteur, il perd sa capside. L’ADN pénétre dans le noyau, et reste sous forme épisomale,
sans s’intégrer au génome cellulaire, a la différence des rétrovirus [20]. Il existe 51 sérotypes
humains d'adénovirus, groupés de A a F. Les virus A2 et A5 du sous-groupe C sont utilisés en
thérapie génique et sont non-cogéniques. Les adénovirus n'affectent pas le cycle cellulaire de I'héte
et n'entrainent donc pas la mort cellulaire. De plus, puisque I'ADN viral ne s'intégre pas dans le
génome de la cellule héte, ils ne provoquent pas de mutagenése dans ces cellules. Les genes
d'adénovirus sont stables dans les cellules transduites, et ils ont également une grande
capacité. Pour ces raisons, les adénovirus constituent une option plus intéressante pour la thérapie
génique. Le virus est transformé en vecteur en supprimant les séquences responsables de la
réplication de I'ADN viral. La capacité d'emballage peut étre augmentée en fonction de la taille de

la section enlevée [10].
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Figure 7: Vecteurs Adénovirus [29].

1V.1.1.4. Vecteurs viraux adéno-associés

Similaire a ’adénovirus, le vecteur viral adéno-associé (AAV) est l'un des systéemes de
délivrance de géne les plus couramment utilisés. C'est un petit virus icosaédrique et non enveloppés
a ADN simple brin et pathogéne appartenant a la famille des parvoviridae, en particulier le genre
dépendovirus. Il peut s’intégrer en un site spécifique du chromosome 19 du génome humain.
L’infection efficace par un virus adéno-associé nécessite des protéines fournis par un autre virus
(helper virus, virus assistant ou auxilliaire) tel qu’un adenovirus, d’ou le nom de virus adéno-
associé. Apres ’entrée de ce virus adéno-associé dans le noyau, les polymérases d’une cellule hote
convertissent le génome du virus adéno-associé en un ADN double brin, qui est ensuite transcrit
[31]. L'AAV exprime efficacement I'ADN transgénique dans divers types cellulaires dans de
nombreux tissus. Les inconvénients de I'AAV sont doubles, I'une est sa capacité d'emballage
restreinte et la seconde est sa capacité de production a grande échelle inefficace. En outre, AAV a

besoin d'un virus auxiliaire pour la réplication virale productive. En I'absence d'un virus auxiliaire.

Les AAV établissent une infection latente dans la cellule, soit par intégration spécifique au site dans
le génome de I'hdte, soit par persistance dans les formes épisomales. En outre, I'immunité

préexistante aux vecteurs AAV humains est comparable a I'adénovirus [30].
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Figure 8: Vecteurs adéno-associés [29].

IV.1.1.5. Virus de I'"herpeés simplex

Les virus de I'nerpés simplex appartiennent a la famille des herpesviridés. lls ont une taille
de génome relativement importante, démontrent un neurotropisme et présentent une phase latente
dans leur cycle de vie, ce qui permet a leur génome de rester épisomique dans le noyau de la cellule
pour la durée de vie de I'nGte. Les caractéristiques des virus de I'herpés simplex comprennent leur
capacité a atteindre des titres élevés, leur capacité a infecter des cellules qui ne se divisent pas et
leur capacité a emballer avec succes de grands inserts exogenes. Cependant, lors de l'utilisation de
vecteurs viraux herpés simplex, il est difficile d'éliminer complétement I'expression génique virale
Iytique, la cytotoxicité induite par le vecteur et I'expression génique transitoire limitant leur utilité

pour une utilisation en thérapie génique [20. 32].
IV.1.2. Vecteurs synthétique

Les vecteurs synthétiques représentent une alternative prometteuse aux vecteurs viraux. Ils
sont simples a élaborer, a utiliser et sont peu immunogénes. Cependant, leur grand handicap réside
dans leur plus faible efficacité. Ce sont des dérivés cationiques, de nature lipidique ou polymérique.
Ces vecteurs sont capables d’interagir par effet électrostatique avec les phosphates anioniques de

I’ADN, et de le compacter pour engendrer des particules appelées lipoplexes ou polyplexes [33].

1V.1.2.1. Lipides cationiques
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Les lipides cationiques sont des molécules amphiphiles qui présentent généralement trois
parties: une téte cationique permettant la liaison a I’ADN, une ou plusieurs chaines hydrophobes, et

un espaceur séparant ces deux éléments (Figure 9) [35].

Oleoyl—O.\ CHs
|
l N—CHj
A |
Oleoyl 0 CH,
- - - -
chaine hydrophobe espaceur téte cationique

Figure 9: Représentation schématique d'un lipide cationique [34].

L'efficacité de la transfection des lipides cationiques varie considérablement en fonction de
la structure des lipides cationiques (forme géométrique globale, nombre de groupes chargés par
molécule, nature de I'ancrage lipidique et liaison des lieurs), rapport de charge utilisé pour former
les complexes ADN-lipides, et les propriétés du colipide. Lorsqu'ils sont mélangés avec I'ADN
chargé négativement, les liposomes chargés positivement forment spontanément des structures

compactées appelées lipoplexes (figure 10) [35].

Un lipoplexe
molécule lipidique

ADN
plasmidigque

Figure 10: Structure de lipoplexe [36].

Dans la structure lipoplex, les molécules d’ADN sont entourées par des lipides chargés

positivement qui leur conferent une protection contre les nucléases extracellulaires ou
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intracellulaires. En outre, les lipoplexes, en raison de leurs charges positives, ont tendance a
interagir électrostatiquement avec les molécules chargées négativement de la membrane cellulaire

(glycoprotéines et protéoglycanes) qui peuvent faciliter leur absorption cellulaire [37].

1V.1.2.2. Polymeéres cationiques

Les polymeéres cationiques ont également été largement utilisés pour le transfert de génes.
Lors du mélange avec I'ADN, ces polymeéres forment des complexes nanométriques, souvent
appelés polyplexes. Parmi les polymeres cationiques, le PEI (Polyéthylénimine) est considéré

comme l'un des agents de transfection a base de polymeére les plus efficaces.

L'efficacité de la transfection et la toxicité de la PEI dépendent de son poids moléculaire
(PM), de sa configuration et du taux de charge du polymeére par rapport a I'ADN utilisé. Plusieurs
études ont montré que les PEI a haute PM (supérieure a 25 000 Da) sont toxiques pour les cellules
alors que les polymeéres a PM moyen (5 000-25 000 Da) sont plus efficaces et moins toxiques. Les
polyplexes entre I'ADN et la PEI linéaire sont actifs in vivo lorsqu'ils sont administrés par voie

intraveineuse.

D'autres polymeres tels que les dendromeres, les chitosanes, les dérivés aminés synthétiques
du dextrane et les polyméres acryliques cationiques se sont révélés posséder des niveaux

significatifs d'activité de transfert de génes [37].
A. Chitosane

Le chitosane est un polymere polycationique biodégradable non toxique a faible
immunogénicité. C'est un bon candidat pour le systeme de livraison de géne parce que le chitosane

chargé positivement et donc peut étre complexé avec ADN chargé négativement [38].
B. Dendrimeres

Un dendrimeére est une macromolécule fortement ramifiée avec une forme sphérique. En
présence de matériel génétique, la complémentarité des charges conduit a une association
temporaire de lI'acide nucléique avec le cationique dendrimére qui est ensuite pris dans la cellule via
I'endocytose [39].
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C. Polyméthacrylate

Est un polymere a base de vinyle capable de condenser les polynucléotides en particules de
taille nanométrique. Mais la transfection est limitée en raison de leur faible capacité a interagir avec

les membranes [40].

1V.2. Méthodes physiques

Les méthodes physiques appliquées pour la délivrance de génes in vitro et in vivo sont
basées sur la réalisation d'une pénétration transitoire dans les cellules [39]. Ces méthodes emploient
des champs électriques (électroporation), acoustiques (sonoporation), magnétique (magnétofection)
ou photonique (laser) pour déstabiliser les membranes cellulaires de facon transitoire. Dans ces

techniques, I’acide nucléique a transférer n’est pas condensé (figure 11) [42].

Occlusion sanguine

Injection intraveineuse

Electroporation

Magnétofection Injection dans la veine porte

Injection locale
Ultrasons &]‘) “_—_; ,’il H Pistoleta génes
1 \—!ﬂ i Laser
Jet-injection h

Figure 11: Principales méthodes physiques du transfert de genes [43].

1V.2.1. ADN nu
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ADN nu est le systeme de délivrance de géne non viral le plus simple, il est le seul qui est
capable de transférer un géne dans la peau, le thymus, le muscle cardiaque et en particulier le
muscle squelettique et les cellules hépatiques, lorsqu'elles sont directement injectées, elles ont
également été appliquées directement. Bien que l'injection d’ADN nu soit une méthode slre et
simple, son efficacité pour la livraison de génes est faible, donc il est seulement approprié pour
certaines applications, telles que des essais cliniques de vaccination par I’ADN visant & injecter des
plasmides d'’ADN nus ont été réalisés avec succes. L’expression a été trés faible par rapport a

d'autres méthodes de transfection [44].
1V.2.2. Pistolets géniques

L'administration de pistolets géniques, également appelée transfert d’/ADN biolistique ou
bombardement de particules recouvertes d'ADN, a été utilisée pour la premiere fois en 1987 pour le

transfert de genes dans des plantes [37].

Est une technique qui permet de transférer des plasmides dans les cellules et les tissus. Il est
nécessaire d’absorber le plasmide sur des particules d’or ou de tungsténe (1-3 um de diamétre).
L’injection sous haute pression des particules a permis une amélioration de la délivrance des
plasmides. En effet, ce systeme permet de transfecter le tissus sous cutanés et les muscles. Cette
méthode a été également exploitée pour le transfert de géne dans la rétine et dans la sphére uro-
génitale [42].

IV.2.3. Electroporation

Electrolocation est la déstabilisation temporaire du tissu ciblé de la membrane cellulaire par
l'insertion d'une paire d’électrodes dans le milieu afin que les molécules d'ADN dans les milieux
environnants de la membrane déstabilisée soient en mesure de pénétrer dans le cytoplasme et le
nucléoplasme de la cellule, mais malheureusement, le trangene ne peut s'intégrer qu'a 0,01% des
cellules traitées. Un taux élevé de mort cellulaire suite a I'électroporation a limité son utilisation
[39].

1V.2.4. Magnétofection

La technique est basée sur le couplage d'un géne thérapeutique a une nanoparticule

magnétique. Ce complexe est introduit dans la culture cellulaire. Cette technique est principalement
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utilisée dans la recherche in vitro pour la transfection de cellules primaires et de cellules difficiles a
transfecter par d'autres moyens [40].

1V.2.5. Ultrason

L'échographie peut faire des pores nanomeriques dans la membrane pour faciliter la
livraison intracellulaire de particules d'ADN dans les cellules des organes internes ou des tumeurs,
de sorte que la taille et la concentration de I'ADN plasmidique jouent un réle important dans
I'efficacité du systeme. Le systeme est peu efficace, notamment in vivo [44].

1V.2.6.Hydrodynamique

Hydrodynamique est une méthode simple et tres efficace pour la livraison intracellulaire
directe de tous les composés hydrosolubles et les particules dans les organes internes. L'efficacité

de cette méthode simple in vivo est plus élevée que tout autre systeme non viral [44].
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Les maladies génétiques, congénitales et héréditaires sont les maladies pour lesquelles la
thérapie génique a été initialement crée. La thérapie génique reste la plupart du temps la meilleure

alternative thérapeutique pour ces maladies.

Permit les maladies génétiques 1’hémophilie et la dystrophie musculaires de Duchenne

(DMD) qui sont des maladies cibles idéales de la thérapie génique [45].
I. Hémophilie A

I.1. Maladie

1.1.1. Définition

L'hémophilie est un trouble hémorragique génétiquement héréditaire rare causé par une
déficience des facteurs de coagulation fonctionnels : facteur antihémophilique FV111 (hémophilie A)
ou FIX (hémophilie B) dans le plasma sanguin, empéche la coagulation du sang, causant des
saignements anormalement longs en cas de blessure et parfois en I’absence de blessure, qui se
caractérise par des saignements spontanés et prolongés dans les articulations, les muscles et les

organes internes.

L’hémophilie A (HA), également appelée «hémophilie classique» est la plus courante et représente
80 a 85% des patients hémophiles qui touche environ 1 naissance sur 5 000 enfants de sexe
masculin [46- 48].

1.1.2. Classification

La classification et la gravité de I'némophilie ont été basées sur les taux circulants et
I'activité résiduelle des facteurs de coagulation dans le plasma. On distingue trois degrés de sévérité

de I’hémophilie, en fonction du taux de facteur VIII :

» sévere: (50% des cas) : taux < 1%, hémorragies spontanés, graves et fréquentes
(hebdomadaires), principalement au niveau des articulations et des muscles ;

» modérée: (10 a 20% des cas) : taux compris entre 1 et 5 %, peut présenter des saignements
spontanés occasionnels, saignements graves en cas de traumatisme ou d'intervention

chirurgicale ;

21



Partie 11 : Applications de la thérapie génique

» légére: (30 a 40% des cas) : taux d'activité du facteur de coagulation compris entre 5 et
30 %, peut rester infra-clinique, risque hémorragique faible seulement apres blessure ou
chirurgie [49].

1.1.3. Symptébmes

Les symptomes dépendent de I’importance du déficit. Chez les personnes avec un déficit

sévere ou modéré, des hémorragies surviennent typiquement aux localisations suivantes:

» articulations (= hémarthroses), avant tout au niveau des genoux, des chevilles et des
coudes;

» muscles, par exemple psoas et cuisse;

» organes internes: appareil uro-génital, systeme gastro-intestinal, cerveau, etc. [50].

La fréquence des épisodes hémorragiques sont liés au niveau d'activité de coagulation du
facteur VIII :

» L'hémophilie severe : est caractérisée par des hémarthroses et des hématomes sous-cutanés
fréquents. Les épisodes de saignement surviennent une ou deux fois par semaine ; ils sont
souvent d’apparence spontanée.

» L'hémophilie modérée : est associée a des hémorragies résultant habituellement d'un
traumatisme léger (épisodes de saignement environ une fois par mois). Les hémorragies
spontanées sont rares.

» L'hémophilie légere : peut passer inapercue. Des problemes de coagulation sont observeés
seulement dans le cas de blessures graves. Il existe néanmoins un risque de saignement
prolongé en cas d’intervention chirurgicale ou d’extraction dentaire. Il n’y a pas
d’hémorragies spontanees. Les symptomes étant plus insidieux, les patients doivent étre

éduqués et informés des signes d’alerte [51].
1.1.4. Transmission

L'hémophilie est causée par des perturbations ou des changements (mutations) du gene F8
situé sur le chromosome X. Environ 70% des cas sont hérités comme un caractere récessif lié a
I'X. Dans les 30% restants, les cas surviennent spontanément (c'est-a-dire une nouvelle mutation)

sans antécédents familiaux de trouble [52].
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Le géne responsable est lié au chromosome X, comme [’autre chromosome sexuel
(chromosome Y) ne contient pas le segment d’ADN qui programme la fabrication des facteurs de

coagulation, la capacité de synthese dépendra entierement du chromosome X [53].

Généralement, les femelles n’expriment pas les troubles, parce que le gene normal situé sur
un chromosome X domine le géne anormal situé sur le deuxiéme chromosome X. Pour que la tare
s’exprime, la fille doit étre homozygote, c’est-a-dire que ses deux chromosomes X doivent porter le
géne de I’hémophilie X'X", Cette possibilité existe, mais en pratique 1’anomalie est exceptionnelle
parce qu’elle est 1étale. Pour les males, puisqu’il n’y a qu’un seul chromosome X, il n’y aura que
deux possibilités: Soit le géne correspondant est normal, le male est sain XY, soit le géne est
anormal le male est hémophilie X"Y et rien n’empéchera alors la maladie de s’exprimer (figure 12)
[53. 54].

XY

Homme non porteuse

Xy
Homme hémophilie

XX

Femme non touché

XX
Femme porteuse

XX
Femme hémophilie

Meére porteuse et pére atteint Mutation spontanée
d'hémophilie

Figure 12: Mode de transmission de 1’hémophilie A [55].
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1.1.5. Facteur VIII

Les facteurs de coagulation sont des glycoprotéines de 280 KDa spécialisées qui circule
dans le sang a ~ 200 ng / ml sont essentielles pour une coagulation adéquate, le processus par lequel

le sang s'agglomere pour boucher le site d'une plaie afin d'arréter le saignement [49].

Le géne F8 qui code pour le facteur VIII se situe sur le bras long du chromosome X en
région Xq28. Le facteur VIII est composé de deux chaines : une chaine lourde formée par les
domaines A1-A2-B et une chaine légere formée par les domaines A3-C1-C2 (Figure 13). Le rdle du
domaine B est peu connu, mais il a ét¢ prouvé que sa délétion ne modifiait pas 1’activité du facteur
VIII. Dans la cascade de la coagulation, le facteur VIII est clivé par la thrombine en une forme
active composée de trois sous-unités : Al, A2 et A3-C1-C2, appelée fVIlla (facteur VIII active).
Dans la circulation sanguine, le facteur V111 est stabilisé par le Facteur de von Willebrand (FVW) et
a une demi-vie courte (12h) [48. 49].
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Figure 13: Le facteur VIl [56].
1.2. Modéles animaux

Il existe de nombreux modeles animaux disponibles pour étudier 1’hémophilie A (figure

14):
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Models = z E ’ ; g }
NHP Dog

Mouse Sheep Human
Hemophilia A + - + + +
Hemophilia B + - + - +
Weight 25g 6-8 kg 10-40 kg 45-160 kg 60-90 kg

AAV dose
(2 x 1072 vg/kg)

5x 101 1.4 x10% 6 x 1013 12 x10% 1.5x 10"

Figure 14 : Modéles animaux de I'némophilie [57].

1.2.1. Souris

Les souris sont des animaux populaires pour la recherche médicale et les tests précliniques
dans le monde entier [58].

Les modéles de souris hémophiles n'étaient pas disponibles avant les années 1990. Le Dr
Haig Kazazian et ses collégues ont produit des souris présentant un déficit en FVIII en utilisant des

techniques de ciblage génique standard pour établir le premier modéle murin d'hémophilie [59].

Apres isolement d'un clone génomique contenant les exons 15 a 22 du géne F8, deux
cassettes de néomycine séparées ont été utilisées pour générer les souris hémophiles A, I'une ciblant
I'exon 16 et l'autre ciblant I'exon 17 (les deux dans le domaine A3 de la chaine légére). Les souris
knockout de I'exon 16 ont été générées par insertion de la cassette de néomycine dans I'extrémité 3'
de cet exon provoquant un épissage anormal de I'ARN. Les souris knockout de I'exon 17 ont la
cassette de néomycine insérée dans I'extrémité 5 ' de I'exon 17 qui conduit au saut d'exon. Des
mutations dans ces deux exons provoquent I'némophilie A avec un phénotype sévere (<1%
d'activité résiduelle du FVIII) [59].

Contrairement a I'némophilie A humaine, peu de saignements spontanés sont observés
dans les modéles murins d'hémophilie A, alors que les coupures de la queue ou d'autres

interventions invasives peuvent entrainer la mort [58].

1.2.2. Chiens
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Les chiens atteints d'hémophilie A naturelle ont d'abord été documentés a la suite
d'observations de saignement anormalement prolongés qui pourraient étre traités ou prévenus par
perfusion de FVIII canin. Deux colonies de chiens atteints d'hémophilie A sont le plus souvent
utilisées dans les études: une colonie Irlandaise Setter a I'Université de Caroline du Nord a Chapel
Hill et une colonie de Schnauzer miniature a I'Université Queens a Toronto (Canada). Les deux
colonies sont déficientes en FVIII circulant et montrent une mutation d'inversion aberrante entre ~
0,5 Mb en amont du géne F8 et son intron 22. En plus de I'inversion par I'intron 22 du géne F8, les
chiens atteints d’hémophilie A ont également été décrits comme ayant d'autres mutations spontanées
dans le géne F8 [60].

Les chiens hémophiles A ont été largement utilisés dans des essais précliniques sur des
protéines FVIII humaines ainsi que dans des études sur l'innocuité et I'efficacité d'une thérapie

génique virale adéno-associée, pour tester la thérapie génique des plaquettes [60].
1.2.3. Nouveaux modeles
1.2.3.1. Mouton

Des phénotypes compatibles avec I'hémophilie A humaine, y compris des saignements
spontanés et une activité plasmatique du FVIII inférieure a 1%, ont été observés chez les moutons
[58].

Les moutons hémophiles ont été utilisés dans des études sur les thérapies géniques et
cellulaires, notamment sur I'immunité préexistante aux vecteurs AAV et l'utilisation de cellules
souches mésenchymateuses comme vecteurs du géne F8. Cependant, la disponibilité restreinte du
FVIII ovin recombinant pour le traitement peut limiter I'utilisation pratique du mouton hémophile
[58.60].

11.3.3.2. Cochon

Les porcs atteints d'hémophilie A ont été générés par transfert nucléaire et clonage a partir
de fibroblastes feetaux porcins portant la perturbation de 1'exon 16 du géne F8 porcin par le géne
résistant a la néomycine. Les cochons sont d'excellents modéles biomedicaux de maladies
humaines. Le systeme de coagulation du sang porcin est trés similaire a celui de I'homme, en raison
de la forte homologie entre les séquences d'acides aminés du facteur de coagulation. De plus, le

FVIII porcin a été utilisé pour traiter I'némophilie A avec des inhibiteurs du FVIII. Par conséquent,
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le porc hémophile A pourrait étre un bon modele animal pour étudier les médicaments de nouvelle

génération pour I'némophilie A [61].
11.3.3.3. Rats

Les chercheurs ont identifié une souche de rat WAG / RijY consanguine, appelée WAG /
RijYcb, qui présentait une hémorragie anormale, un temps de thromboplastine partielle activée
prolongée et un gene F8 muté (la proline était substituée a la leucine a I'acide aminé 176 dans le
domaine Al). Chez les rats, le gene F8 est localisé sur le chromosome 18. Ainsi, I'hnémophilie chez
le rat est autosomique récessive, ce qui contraste avec les humains et d'autres modéles animaux ou il

s'agit d'une maladie héréditaire liée a X [58].

Le modeéle du rat sera expérimentalement avantageux car il permettra de recueillir un plus
grand volume de plasma pour lI'analyse que ce qui peut étre recueilli chez la souris et permettra des
capacités de reproduction similaires a celles des souris. Ce nouveau modele trouvera probablement
un créneau intéressant parmi les modeles animaux de I'hémophilie A utilisés pour la recherche

transrationnelle [59].
1.3. Utilisation de la thérapie génique

La thérapie génique est une approche alternative intéressante au traitement de I'némophilie

qui idéalement apporterait une correction a vie de l'activité de coagulation en une seule injection.

Les principales difficultés en thérapie génique pour I'hémophilie A proviennent du fait que
FVIII est une protéine beaucoup plus compliquée que le facteur IX. Contrairement au domaine
unique de FIX, FVIII est produit sous la forme d'une protéine de 2351 acides aminés (codée par un
ADNCc de 9 kb) qui aprés sécrétion est clivée en un hétérodimeére non covalent de deux chaines: la
chaine lourde (domaines A1-A2-B) et la chaine légere (domaines A3-C1-C2). La taille et la
complexité du FVII entrainent plusieurs complications pour la thérapie génique [57]. Cette

structure peut se dissocier, entrainant la formation de chaines FVI1II dissociées inactivées [48].

Le premier essai de thérapie génique pour le déficit en FVIII impliquait une thérapie génique
non virale de cellules somatiques utilisant des fibroblastes autologues (obtenus a partir d'une biopsie
cutanée) transfectées avec un plasmide contenant 'ADNc de FVIII pour le domaine B délété. Les
cellules en culture qui ont exprimé des niveaux élevés de FVIII ont été sélectionnées, élargies,

caractérisées et ensuite implantées dans I'épiploon sur plusieurs sites en utilisant la laparoscopie.
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Bien que des taux de FVIII de 1 a 5 U / dL aient été observés aprés l'implantation du fibroblaste
transfecté, aucun des sujets n‘avait présenté de taux plasmatiques de FVIII> 0,5 U/ dL & 12 mois. Il
y a eu une certaine diminution de l'utilisation des produits de remplacement du FVI1II, mais d'autres

études n'ont pas éte rapportees [62].
1.3.1. Premiers essais cliniques
1.3.1.1. Rétrovirus simples

Le premier vecteur utilisé en thérapie génique pour I’hémophilie A est un rétrovirus simple :
le virus de la leucémie murine de Moloney dont I’efficacité in vitro a transporter et a insérer le

transgéne du facteur VIII a des cellules [63].

Les virus de la leucémie murine de Moloney (MoMLYV) sont les plus couramment utilisés
pour les essais cliniques et offrent le potentiel de I’expression génique a long terme en vertu de leur
stable intégration chromosomique et I'absence d'expression génique virale. Leur intégration permet

le passage du transgene a toutes les cellules de la progeéniture [64].

La premiére démonstration préclinique de thérapie génique rétrovirale ex vivo pour
I'némophilie A été réalisée par transplantation de fibroblastes dermiques humains génétiquement
modifiés ensemencés sur des fibres artificielles revétues de collagene dans la cavité péritonéale de
souris immunodéficientes. Une expression de haut niveau, mais transitoire, du FVIII humain BDD
(B-Domain-Deleted) a été observée. La perte d'expression était probablement due a la mort

cellulaire dans le néo-organe implanté [63].

D’autres types cellulaires ont été utilisés, en particulier les cellules de la moelle osseuse. La
greffe de la moelle osseuse est une technique éprouvée et ces cellules sont en contact direct avec la
circulation sanguine. Alors que les cellules de la lignée hématopoiétique n’expriment qu’une faible
quantité du facteur VIII, les cellules mésenchymateuses sont capables d’en produire une quantité
thérapeutique. Des études in vitro ont montré une concentration égale a 30ng/ml ce qui est suffisant
pour passer d’un phénotype de HA sévére a un phénotype de HA bénigne. Cependant, aucun essai
in vivo n’a eu de résultat durable ce qui a été imputé a une probable inhibition de I’expression du

transgene [63].

1.3.1.2. Adénovirus
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De tous les vecteurs actuellement en essais cliniques, les adénovirus sont les vecteurs les
plus efficaces pour le transfert direct du gene in vivo. lls infectent les cellules cibles par des
interactions avec les récepteurs de la surface cellulaire adénovirus, suivies par une internalisation
endosomale et une translocation nucléaire ou le génome viral reste épisomique. Pour la thérapie
génique, une partie du génome viral (de taille variable) nécessaire a la réplication virale est
supprimée et remplacée par une cassette transgénique. Les vecteurs adénoviraux infectent
efficacement de nombreux types cellulaires, y compris les cellules non diviseuses telles que les
hépatocytes, et favorisent I'expression transgénique de haut niveau, ce qui génére un enthousiasme
pour leur utilisation dans des applications de thérapie génique. Cependant, les vecteurs adénoviraux
stimulent également le systeme immunitaire, qui a des effets secondaires néfastes, y compris une
hépatotoxicité et des réponses inflammatoires aigués, qui limitent la dose qui peut étre administrée

de maniere sdre [64].

Les principaux avantages des vecteurs adenoviraux sont leur large gamme d'hétes et leur
capacité a transduire diviser comme ainsi que les cellules non divisant, contrairement aux vecteurs
retrovirus MoMLV. Et I’inconvénient de vecteurs I'adénovirus est que la réponse immunitaire de
I'ndte, en genéral, semble limiter la durée de I'expression du transgene et la capacité de
réadministrer le vecteur. En outre, des effets toxiques et Iétaux sont fréeqguemment observés chez les
primates non humains et d'autres animaux, y compris les souris et les lapins, recevant de fortes
doses de vecteurs adénoviraux a replication déficiente. Enfin, quelques essais cliniques basés sur
des vecteurs adénoviraux qui interrompu en raison de I'inflammation aigué chez certains patients.
Néanmoins, des doses plus faibles de vecteurs améliorés pourraient atteindre des niveaux

d'expression similaires tout en réduisant leur effets cytopathiques et hépatotoxiques [64].
1.3.2. Nouveaux vecteurs
1.3.2.1. Virus adéno-associé(AAV)

Etant donné le succés de I'AAV en tant que vecteur pour le traitement de I'hémophilie B, il
est logique qu'un certain nombre d'approches aient tenté de I'utiliser pour I'némophilie A [65].

Il existe deux différences majeures du point de vue de la thérapie génique. Le premier est la
capacité d’emballage limitée de I’AAV pour le grand ADN complémentaire du FVIII et le second
est le risque élevé de réponses immunitaires au néotransgene qui est anticipé avec la thérapie a base

de protéines et potentiellement avec tout nouveau traitement contre 1’hémophilie A [66].
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Une étude systématique chez les chiens HA en délivrant un transgene FVIII canine (cFVIII)
soit en tant que chaine unique ou deux chaines dans un vecteur AAV. Une chaine unique de cFVIII
optimisée administrée a l'aide du sérotype 8 d'AAV (AAVS) par injection veineuse périphérique a
entrainé une réponse-dose avec une expression prolongée de FVIII jusqua 7%. Les chiens HA
administrés a deux chaines en utilisant AAV8 ou AAV9 via la veine porte ont exprimé a long
terme, les niveaux dose-dépendants du vecteur de l'activité du FVIII. Dans l'approche a deux
chaines, les taux circulants d'antigéne cFVIII étaient plus de cing fois plus élevés que l'activité.
Notamment, aucune réponse immunitaire a long terme au FVIII n'a été observée chez aucun des
chiens. Le suivi a long terme des chiens a montré une réduction remarquable (> 90%) des épisodes
hémorragiques dans un total combiné de 24 années d'observation. Ces données démontrent que les
deux approches sont sécuritaires et atteignent des niveaux thérapeutiques d'expression du FVIII
dépendant de la dose, ce qui soutient les études translationnelles de I'administration par AAV de
I'HA. Efficacité et innocuité de la prophylaxie a long terme chez les chiens atteints d’hémophilie
grave a la suite d'une thérapie génique du foie utilisant des vecteurs AAV [65. 66].

On peut conclure que les AAV sont des vecteurs prometteurs pour le traitement de
I’hémophilie A. Cependant, le facteur VIII canin est plus stable et a une activité supérieure au
facteur VIII humain. Et les essais cliniques précédents ont montré que les humains ont une réaction
immunitaire plus forte que les autres espéces. Il reste donc encore de nombreuses recherches a
effectuer, principalement sur la sécurité et ’efficacité du vecteur et du transgene humain, avant

qu’un essai clinique ne soit accepté [16].
1.3.2.2. Utilisation des lentivirus

Les lentivirus sont capables de transfecter les cellules quiescentes (comme les hépatocytes)
et d’intégrer leur génome dans I’ADN de la cellule cible (ce qui permet une expression a long
terme), loin des promoteurs, réduisant ainsi le risque de mutation par insertion. lls sont aussi
capables de transporter des séquences de 8 kb. Ces caractéristiques en font des candidats pour la

thérapie génique de I’hémophilie A [16].

Une séquence WPRE (woodchuck post-transcriptional regulatory element) est réguliérement
insérée apres le transgene afin d’augmenter son expression lors de 1’utilisation de lentivirus (de 2 a
5 fois plus que sans le WPRE). Cette augmentation est due a une augmentation de 1’exportation des
ARNm et potentiellement a une facilitation de la transcription. Cependant, I’action du WPRE

dépend a la fois du type cellulaire transfecté et du promoteur utilisé. De fait, dans certaines
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conditions, 1I’adjonction du WPRE peut diminuer I’expression du transgéne. De plus, le WPRE code
pour les soixante premiers acides aminés d’un oncogéne. Son utilisation est donc remise en
question. Johnston et son équipe ont montré (2013) que dans le cas particuliers de 1’hémophilie A
(utilisation de deux systemes a base de lentivirus) le WPRE n’a aucune influence sur 1’expression
du transgéne HP-FVIII. Dans cette étude, le systeme le plus efficace, qui a permis la sécrétion par
les souris traitées d’une quantité thérapeutique de FVIII, est un systeme utilisant un vecteur produit
a partir d’un virus de I’'immunodéficience simienne avec le promoteur du cytomégalovirus (CMV)

et le transgene HP-FVIII [16].
1.3.2.3. Utilisation de vecteurs non viraux

La recherche sur la thérapie génique non virale pour I'némophilie A largement reflété les
approches utilisées pour I'némophilie B. L'injection hydrodynamique in vivo du plasmide exprimant

FVIII peut induire I'expression du transgéne [57].

L'injection hydrodynamique en conjonction avec le trans-épissage de I'ARN (ARN
thérapeutique d'épissage dans I'ARNm riche en albumine) a également été explorée dans le
traitement de I'némophilie A. En plus de I'injection hydrodynamique, les plasmides exprimant FV1II

ont également été ciblés sur des types cellulaires spécifiques en utilisant des nanocapsules [57].

Le transfert de géne non viral a également été utilisé ex vivo pour le traitement de
I'némophilie A. Chez des patients humains, cette approche ex vivo a été utilisée pour transduire des
fibroblastes dermiques autologues et sélectionner des cellules productrices de FVIIIL.
L'administration de ces fibroblastes génétiqguement modifiés a des patients hémophiles A provoqué
une légére diminution du nombre d'événements hémorragiques et aucune formation d'inhibiteur n'a
été détectée. Compte tenu de ces résultats prometteurs, des études ultérieures sont concentrées sur la
recherche d'un type cellulaire supérieur pour la transduction ex vivo, les cellules endothéliales de
I'excroissance du sang (BOEC) se sont révélées prometteuses pour cette approche. Ces cellules,
dérivées de cellules endothéliales circulantes dans le sang périphérique, présentent de nombreuses
caractéristiques des cellules endothéliales. Aprés le transfert de génes, la sélection et I'injection chez
la souris, les BOEC génétiquement modifiés ont induit des taux circulants, en fonction de la dose
cellulaire. Ces cellules maintenaient un phénotype endothélial et s'accumulaient principalement
dans la rate et la moelle osseuse. D'autres études ont également permis d'obtenir un ensemencement

persistant du foie et des poumons en plus de la rate et de la moelle osseuse [57].
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1.3.2. Nouvelles méthodes
» Approche plaquettaire

Une nouvelle approche du traitement de I’hémophilie A par la thérapie génique est le

ciblage des plaquettes.

Les plaquettes sont des cellules abondantes circulant dans le sang avec les capacités
distinctives de stockage et d'administration et des roles fondamentaux dans I'némostase et
I'immunité. Le facteur VIII dans les plaquettes sous contréle du promoteur plaquettaire entraine le
stockage du FVIII avec son facteur protéique Von Willebrand (VWF) dans les granules o et la
correction phénotypique de I'hémophilie A. 1l est important de noter que le stockage et la
séquestration du FVIII dans les plaquettes semblent restaurer efficacement I'hémostase méme en

présence d'anticorps inhibiteurs fonctionnels.

La délivrance de génes induite par la transgénése et le lentivirus a été utilisée pour introduire
I'expression du FVIII spécifique des plaquettes. Un diagramme schématique de la thérapie génique
plaquettaire de I'némophilie A (figure 15) [67. 68].

diagramme schématique du vecteur lentiviral
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Figure 15: Diagramme schématique de la thérapie génique plaquettaire de I'hémophilie A [68].

Les vecteurs lentiviraux hébergeant la cassette d'expression du FVIII sous le contrble d'un
promoteur spécifique des plaquettes (promoteur allb, 1b ou PF4) sont utilisés pour transduire des

cellules souches hematopoiétiques (HSC). Les CSH transduites subissent un auto-renouvellement
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ainsi qu'une différenciation en mégacaryocytes, ou la protéine transgénique FVII1I sera fabriquée et
stockée dans des granules a, qui seront jetés dans des plaquettes circulant dans le sang. Le FVIII
piége en plaquettes sera protégé contre l'inactivation des anticorps anti-FVIII. Au site de la lésion,
le FVIII (avec sa protéine porteuse VWF) sera libéré des plaquettes activées, et ainsi I'activation de

I'inhibiteur dépendant du temps peut étre contournée, permettant d'obtenir une meilleure hémostase
[68].

I1. Dystrophie musculaire de Duchenne
11.1. Maladie
11.1.1. Définition

La dystrophie musculaire de Duchenne (DMD) est une maladie héréditaire musculaire grave
affectant les naissances masculines au 1: 3500. La DMD est causée par une mutation dans le gene
de la dystrophine, codant pour une proteéine necessaire pour l'intégrité du muscle squelettique et
cardiaque. L'absence de dystrophine fonctionnelle est principalement responsable de la Iésion
musculaire induite par la contraction musculaire excentrique, observée dans le muscle dystrophique
[69].

11.1.2. Symptomes
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Les premiers symptdbmes de la maladie apparaissent au cours de la petite enfance,
habituellement avant I'dge de trois ans, et la mort survient entre le milieu et la fin de la vingtaine.

Quelques-uns des symptémes que 1’enfant peut présenter :

Chutes fréquentes ;
Difficultés a grimper les escaliers ;
Difficultés a se relever d’une chaise ;

hypertrophie progressif des mollets ;

YV V. V VYV V

Tendance a marcher souvent sur ses orteils et a se pencher en arriere pour maintenir son
équilibre ;

» Progressivement, cette faiblesse entrainera des difficultés a marcher et 1’enfant aura besoin
d’un fauteuil roulant. Graduellement, tous les muscles deviendront extrémement affaiblis y

compris les muscles du ceeur et de la respiration [70].
11.1.3. Transmission

Le gene DMD responsable de la maladie récessive étant situé sur le chromosome X, 99,9 %
des malades sont des garcons. Les femmes peuvent étre porteuses d’une mutation affectant ce gene.
Mais comme elles possédent deux chromosomes X, et donc deux copies du géne DMD, elles

développent extrémement rarement la maladie [71].

11.1.4. Dystrophine

Le gene de la dystrophine, appelé géne DMD, s'étend sur 2,4 mégabases le long du bras
court du chromosome X (Xp21.2), soit est le plus grand locus génétique connu dans le genome
humain. Il contient 79 exons qui codent pour un ARNm de 14 kb. Sa traduction génere une grande
protéine de 3685 acides aminés avec une taille moléculaire de 427 kDa appelée dystrophine (figure

16). Cette protéine est localisée sous le sarcolemme des fibres musculaires [72,73].
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Figure 16 : Structure de la dytrophine [74].

La dystrophine est une énorme protéine de type batonnet (427 kDa) localisée sous la surface
interne de la membrane plasmique de la myofibre dans les muscles squelettiques et cardiaques. La
dystrophine fonctionne a travers quatre domaines structuraux majeurs. Le domaine N-terminal se lie
a la F-actine des structures cytosquelettiques, tandis que le domaine C-terminal riche en cystéine
(CR) avec le C-terminal distal (CT), ancre a la membrane plasmique via la protéine associée a la
dystrophine (DAP) complexes. Le domaine de la tige centrale contient 24 répétitions de tige en
triple hélice et quatre charniéres. Ainsi, la dystrophine réticule et stabilise la membrane des cellules
musculaires et le cytosquelette. L'absence de dystrophine fonctionnelle entraine la perte de
complexes DAP et provoque une instabilité de la membrane plasmique de la myofibre. Ces
déficiences entrainent a leur tour des dommages musculaires chroniques et une pathologie
dégénérative [71].

11.2. Modéles animaux
Il existe deux modeles animaux naturels pour la DMD, les souris mdx | et les chiens atteints.

11.2. 1. Souris
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Le modele animal le plus largement utilisé pour la recherche DMD est la souris mdx. 1l a été
découvert au début des années 1980 [74].

La souris mdx est le modéle le plus populaire pour la dystrophie musculaire de Duchenne,
qui présente une mutation naturelle dans I'exon 23 de la dystrophine murine, Cependant, cette souris
ne montre pas de faiblesse au degré que I'on voit dans la maladie humaine. La raison en est peu
claire, bien que des données récentes suggerent qu'une différence de longueur des télomeres entre

les espéces pourrait étre responsable. D'autres modéles de souris incluent le mdx >

, qui a une
mutation artificiellement induite dans I'exon 10 et les souris mdx qui sont simultanément déficientes
en utrophine (protéine similaire a la dystrophine, exprimée essentiellement durant la vie foetale)

[75].
11.2.2. Chien

Contrairement aux souris madx, I'évolution clinique des chiens Cxmd est tres similaire a celle
des humains DMD, caractérisée par une atrophie musculaire progressive, une dégénérescence, une
fibrose, et une duréee de vie raccourcie. Mais a cause du faible co(t de la souris mdx et de sa courte

durée de gestation, elle reste le modele animal le plus utilisé [76].

Des mutations spontanées du gene de la dystrophine entrainant une dystrophie musculaire
liece au chromosome X ont été identifiées chez plusieurs races de chiens domestiques: le Golden
Retriever, le Rottweiler et le pointeur aux cheveux ; un modéle beagle a également été produit.
Parmi ceux-ci, le chien souffrant de dystrophie musculaire Golden Retriever (GRMD) a été le plus
étudié et le mieux caractérisé présente des changements musculaires qui modélisent la pathogenese
humaine beaucoup plus fidelement que la souris mdx. Pour ces raisons (et en l'absence d'autres

grands modéles de DMD), le modele GRMD a trouvé sa faveur ces derniéres années [77].

1.2.3. Autres modeéles

A. Poisson-zébre
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Les modeéles de dystrophie musculaire du poisson-zébre sont devenus de plus en plus
populaires en raison des attributs suivants: taille compacte, capacité proliférative, facilité de
tracabilité génétique et embryons transparents faciles a manipuler. Bien qu'il existe des différences
physiologiques et anatomiques évidentes entre le poisson zebre et les humains, le poisson zébre
offre de nombreux avantages dans I'identification des génes de la maladie et I'étude des thérapies

potentielles [75].
B. Chats

Le cas du chat est particulier. Ne possédant pas de dystrophine. Cependant, ils possedent
moins les signes phénotypiques caractéristiques de la DMD que les autres modéles animaux. De
plus, leurs muscles sont hypertrophiques, causant d’ailleurs a long terme des problemes
respiratoires et cardiaques pouvant méme provoquer leurs déces. Cela fait que ce modele animal est

tres peu utilisé [78].

Il existe donc divers modéles animaux pour étudier la DMD. 1l y a cependant deux modéles
qui en ressortent. La souris mdx, qui malgré sa faible ressemblance phénotypique avec les patients
dystrophiques, reste un modele facile a utiliser et peu onéreux. Le deuxiéme modele est le chien
GRMD car son phénotype se rapproche beaucoup de celui des patients DMD mais il reste cher et

peu disponible [78].
11.3. Utilisation de la thérapie génique

La thérapie génique dans la DMD consiste en l'introduction d'une copie fonctionnelle
du géne DMD dans les fibres musculaires dans le but de restaurer la fonction musculaire, y compris

la génération de force et la résistance aux dommages induits par la contraction musculaire [72].
11.3.1. Remplacement du géne

La thérapie génique consiste a remplacer le gene défectueux ou manquant par un géne
thérapeutique. Dans la DMD, il s'agit de remplacer le géene DMD altéré par un géne de dystrophine

sans anomalie [79].

La taille de la dystrophine est trés grande a rendu difficile I’utilisation de la thérapie génique
conventionnelle car la capacité de 8 kb des vecteurs adénovirus classiques est insuffisante pour
contenir ’ADN complémentaire entier de 14 kb de la dystrophie ne peut étre transporté que par des

adénovirus [80]. Les différents types de vecteurs permettant le transfert du géne thérapeutique
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jusqu'au noyau des cellules malades : les vecteurs viraux (virus dont les éléments pathogenes sont

remplacés par le géne thérapeutique), les vecteurs synthétiques (plasmide...) [79].
11.3.1.1. Vecteurs viraux

Les vecteurs viraux les plus utilisés sont les AAV. Actuellement, ce sont les vecteurs viraux
les plus efficaces pour transférer un géne dans un organisme vivant. lls présentent cependant
I'inconvénient de ne pouvoir incorporer que des genes de petite taille. Le gene de la dystrophine
humaine étant tres grand, les chercheurs fabriquent des minigenes de dystrophine qui codent une

micro- ou une minidystrophine, c'est-a-dire des dystrophines fonctionnelles et plus courtes [81].

Les genes de mini-dystrophine (mDYS) ou micro-dystrophine (uDY'S) selon les auteurs (et
la longueur du transgéne) sont construits en supprimant des exons codant pour le domaine en
batonnets et la partie C-terminale (figure 17). Les génes de minidystrophine ont ensuite été clones
entre un promoteur MCK (Muscle Créatine Kinase) et une sequence poly (A) dans des vecteurs
AAV [82].

Geéne de la dystrophine humaine
[N ®i[R2 [~ [l R4 | s [ R8 | R7 | R | RS |R10]R11[R12] R13[ R14|R18| R16] R17| R 18| R 1908 Ran | k21| R22| ka3 R24 Bl CR | GT |

EN B ri[r2[ra[r22[ra[r2eid CR]| A4173

N R1 | R2 By r22[R23]R2¢ CR A3590
EN 71| r2 [R22[r23[R24 i CR | A3849
[ MK Prometer | Mimi-Dystrophin }—@-@ AAV-MCK -mini-dy strophen

Figure 17 : Construction de gene minidystrophine hautement tronqués [71].

Les études menées chez la souris mdx (modeéle animal de la dystrophie musculaire de
Duchenne) ont montré que les AAV couplés a un géne de micro- ou de mini-dystrophine restaurent
I'expression de la micro-ou mini-dystrophine en quantité quasi-normale et ce dans de nombreux
muscles squelettiques et dans le muscle cardiaque. La force des muscles traités est souvent

améliorée ainsi que I'espérance de vie des souris [71].
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En mars 2009, un essai chez I'homme est en voie de s'achever (équipe de J.Mendell). 1l a
pour but d'évaluer la faisabilité et la tolérance de I’administration en intramusculaire d’'un AAV-
mini-dystrophine chez 6 garcons atteints de dystrophie musculaire de Duchenne. Le probleme le
plus important posé par les AAV est celui de la réaction du systeme de défense de l'organisme
(réaction immunitaire) qu'ils peuvent provoquer. Pour centrer ce probleme, les chercheurs pensent
utiliser des traitements qui modulent I'activité du systeme immunitaire (immunosuppresseurs) pour
modérer, voire éteindre completement, la réaction immunitaire de rejet contre le géne thérapeutique

et le vecteur viral [83].
11.3.1.2. Les vecteurs synthétiques

Une autre solution consiste a transporter le gene de la dystrophine par un autre moyen que
les vecteurs viraux, par exemple avec des vecteurs synthétiques comme les plasmides. Ces vecteurs
peuvent contenir des genes de grande taille et sont moins susceptibles de provoquer une réaction
immunitaire importante : ils ne renferment pas de protéines immunogénes. Utilisés chez la souris
mdx, ils ont permis de restaurer I'expression de la dystrophine dans de nombreuses fibres
musculaires. L'efficacité du transfert de gene semble, cependant, moindre qu'avec les AAV, en
injection intra-musculaire. De plus, ils ne permettent pas une expression a long terme du gene

thérapeutique [72].

D’autres techniques ont été utilisées afin d’améliorer la transfection : la technique
hydrodynamique et 1’électroporation. Des résultats intéressants ont été démontrés chez le chien.
Mais ces méthodes semblent trop coftiteuses a développer pour prendre le pas sur ’utilisation de
vecteurs viraux. De plus, tous les muscles ne peuvent pas étre traités par ces techniques :
I’électroporation nécessite une intervention locale pour chaque muscle et la technique
hydrodynamique ne peut étre réalisée que sur un bras ou une jambe mais pas pour la téte ou le tronc
[16].

I1.3.2. Saut d’exon

La dystrophie musculaire de Duchenne est due a des anomalies dans le géne de la
dystrophine. Dans 65% des cas, il s’agit de délétions d’un ou plusieurs exons qui provoquent un

décalage du cadre de lecture. La protéine n’est donc pas synthétisée.

Le saut d'exon & médiation antisens visant la restauration de cadres de lecture est

actuellement une application therapeutique prometteuse pour la (DMD) [84]. Cette approche est
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spécifique de la mutation, mais comme la majorité des patients DMD, la dystrophine est supprimée
en interne, mais reste partiellement fonctionnelle en raison de la présence des domaines N- et C-
terminaux essentiels. En utilisant des molécules antisens capables d'interférer avec les signaux
d'épissage, le saut des exons spécifiques ciblés dans le pré-ARNm de la dystrophine peut restaurer
le cadre de lecture ouvert et permettre I'expression d'une dystrophine supprimee mais fonctionnelle
chez les patients DMD (Figure 18). Ces molécules sont de petits ARN ou ADN modifiés
synthétiques appelés oligonucléotides antisens (AQO) capables de lier des sites introniques ou
exoniques spécifiques de pre-ARNm. L'annelage a des motifs d'épissage sélectionnés, I'AO masque
essentiellement I'exon ciblé de la machinerie d'épissage, favorisant ainsi I'exclusion d'exon
specifique de I'ARNm mature. Deux types d'AO sont principalement utilisés: le 2'-O-méthyl-
phosphorothioate (20MP) et le phosphorodiamidate morpholino oligomere (PMO) [72].

La majorité du développement d’AO s'est concentrée sur le fait de sauter les exons
individuels qui bénéficieront au plus grand nombre de patients. Par exemple, I'exclusion de I'exon
51 peut potentiellement étre appliquée a 13% de toutes les mutations DMD, exon 45 a 8,1% et exon
53 a 7,7% .Le saut d'exon peut également étre utilisé pour traiter des mutations non-sens, qui
représentent environ 15% des mutations DMD, en sautant I'exon qui contient la mutation elle-
méme. Bien sdr, dans de tels cas, le cadre de lecture doit toujours étre maintenu et donc le saut d'un
seul exon pour ces mutations est limité aux exons qui ne sont pas en décalage de trame. Cependant,

cela s'appliquerait encore a environ 47% des patients atteints de mutation non-sens [85].
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Figure 18 : Exemple de saut d’exon chez un patient atteint de dystrophie musculaire de Duchenne(DMD)

présentant une délétion de 1’exon 50 [72].

Les oligonucléotides anti-sens peuvent étre soit injectés seuls (oligonucléotides anti-sens
libres) dans l'organisme, soit transportés par un vecteur viral AAV (oligonucléotides anti-sens
vectorisés). Son intégration dans la cellule permet de faire produire I'oligonucléotide anti-sens par

I'organisme lui-méme [76].
11.3.3. Modification du géne de la dystrophine
A. Surexpression de I’utrophine

L’utrophine est une protéine proche de la dystrophine puisqu'elle présente 80% d’homologie
avec elle. Durant le développement embryonnaire, 1’utrophine est exprimée sous la membrane des
cellules musculaires, comme la dystrophine I'est aprés la naissance. Par contre, durant la vie post-
natale, I'expression de l'utrophine diminue et celle-ci n’est plus présente qu’au niveau des jonctions
neuromusculaires. Compte-tenu de son homologie avec la dystrophine, les chercheurs ont émis
I’hypothése que 1’utrophine pourrait compenser l’absence de dystrophine dans la dystrophie
musculaire de Duchenne (DMD). De nombreuses études ont été menées pour augmenter
l'expression (surexpression) de 1’utrophine chez la souris mdx. Les chercheurs ont utilisé différentes
approches : souris mdx transgéniques surexprimant génétiquement le géne de I’utrophine, approche
pharmacologique, thérapie génique. Les résultats ont montré que 1’utrophine lorsqu'elle est
fortement surexprimée dés le stade embryonnaire peut remplacer efficacement et fonctionnellement
la dystrophine. Par contre, les surexpressions stimulées apres la naissance chez des souris mdx

adultes ont donné des résultats moins intéressants [79].
B. Modification du géne DMD avec des méganucléases

Un nouveau traitement alternatif pour la DMD repose sur la restauration du cadre de lecture
de la dystrophine en induisant une micro-délétion ou une micro-insertion dans le gene DMD. Ceci
peut étre fait en induisant des cassures double brin a la fin de I'exon, qui précede une suppression,
ou au début d'un exon, qui suit une suppression. Ces cassures a double brin peuvent étre induites
avec des meéganucléases spécialement congues ou des nucléases a doigts de zinc. lls sont
spontanément réparés par un processus appelé non-homologue, qui introduit une micro-insertion ou

une micro-délétion. En variante, les cassures a double brin peuvent étre réparées par recombinaison
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homologue en fournissant un plasmide donneur contenant la séquence codante qui est délétée dans

le génome du patient [72].
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Conclusion



La thérapie génique est développée pour des maladies dont le traitement actuel est
trop contraignant ou trop peu efficace. Avec la thérapie génique, on peut aujourd’hui espérer
soigner des maladies incurables comme les maladies génétiques qui touchent principalement
des enfants et dont la durée de vie est tres écourté par la maladie, la thérapie génique

représente la seule chance de survie.

La recherche se poursuit afin de trouver de nouvelles molécules capables d’assurer la
fonction de vecteurs en thérapie génique ainsi que 1’optimisation de nouvelles méthodes
améliorant 1’efficacité de ces vecteurs. Il est évident que le vecteur idéal n’existe pas encore,
qu’il sera slrement spécifique d’un type de maladie et que sa création nécessitera la

combinaison de plusieurs vecteurs existants avec des méthodes d’amélioration.

Actuellement, les vecteurs les plus utilisés en essais cliniques sont les adénovirus
(23,5%), les rétrovirus (19,1%) et ’ADN nu ou les plasmides (17,7%). On note ainsi que les
vecteurs les plus utilisés ne sont pas forcément les plus efficaces, mais les plus étudies,
essentiellement du fait de leur innocuité et de leurs effets secondaires bien connus ou

maitriseés.

Dans les deux illustrations de I’hémophilie A et la myopathie de Duchenne, la thérapie
génique pour I’hémophilie A a subi de nombreux échecs, en partie dus a une inadéquation
entre les réactions des modeles animaux et celles de 1’espece humaine. La création d’un
nouveau transgene ainsi que I’amélioration des vecteurs, et en particulier la laisse a penser
que de nouveaux essais cliniques seront acceptés et donneront des résultats si ce n’est probant,
du moins exploitables. Dans la myodystrophie de Duchennea la thérapie génique a été
développée sous différentes formes afin d’obtenir un traitement valable. Cependant qu’aucune
piste actuellement a 1’étude ne permet de soigner la maladie, mais en réduit seulement les
symptomes. Le traitement qui parait le plus prometteur est le saut d’exon. Les essais cliniques
sont en cours afin d’aboutir a un traitement fiable. Pourtant, cette technique doit étre modulée
en fonction des mutations présentes chez le patient. De nombreuses études seront encore

nécessaires afin que tous puissent profiter d’un traitement adapté.

Enfin on peut dire que la thérapie génique est apparue, de nombreuses techniques se

sont développées. Le nombre de vecteur a augmenté et on les maitrisé de mieux en mieux.
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Annexes



Annexe 1:Propriétés des différents types de vecteurs utilisés en thérapie génique.

Rétrovirus lentivirus Adénovirus AAV Herpés simplex
Génome viral ARNsb ARNsb ADN db ADNsb ADNdb
7-11 kb ~9 kb Jusqu’a 38 kb | 4.7 kb 120-200 kb
Capacités 7-8 kb 8kb 30kb 4.8kb 30kb
d’empaquetage
Intégration dans | Oui Oui Non Rarement Non
le génome de
I’héte (< 10%)
Mode Exo vivo Exo vivo Exo vivo Exo vivo In situ
d’administration . . .
In situ In situ In situ
Expression  du | Longue durée Longue durée | Transitoire, Haut degré | Potentiel
transgene et haut degré | mais haut | d’expressio | d’expression de
d’expression | degré namoyen a | longue durée
d’expression long terme
(année)
Cellules cible Cellules se | Cellules  se | Cellules se | Cellules se | Systtme  nerveux
divisant divisant  ou | divisant ou | divisant ou | central
seulement non; tropisme | non non
varie
Réponse Faible Faible Elevée _ Elevée
immunitaire Relativeme
nt faible
Problemes  de | Mutagéne Mutagéne Réponse Aucune
securite inflammatoire
Avantages Expression Expression Transfert Non -Taille du transgéne
stable dans les | stable dans les | efficace dans | pathogéniq o
cellules filles cellules filles | la plupart des | ue -Specificite
tissus cellulaire (neurones)
-Infecte les cellules
en division ou non
. S’intégre risque de L’enveloppe transfert de | -Expression
Desavantages uniquement développer virale petites transitoire
dans les cellules | des cancers au | peut induire ) -expression modérée
qui se moment de une SEqUENCES 1 _neurotoxocité  mal
divisent et I’intégration forte réaction | ¢'ADN caractérisée
risquent immunitaire -risque  mutagéne
de développer potentiel
des cancers au -immunité

moment de
I’intégration

préexistent de 1’hote
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Résumé

La thérapie génique regroupe I’ensemble des technologies permettant le transfert du matériel
génétique tel que 'ADN ou I'ARN a viser thérapeutique dans un organisme vivant. Elle recouvre
donc deux notions trés différentes: la thérapie génique somatique et la thérapie génique germinale. La
stratégie de la thérapie génique est une thérapeutique qui consiste a introduire un ou des acides
nucléiques dans les cellules ou les tissus d'un individu, pour traiter ou prévenir une maladie, via un
vecteur. Ces vecteurs sont classés en deux types : les vecteurs viraux, créés a partir d’un ou plusieurs
virus et les vecteurs non viraux, fabriqués a partir de différentes molécules (comme les lipides). On
peut aussi utiliser les acides nucléiques sans autre molécule (ADN nus). Chaque maladie présente ses
particularités propres ce qui oblige a développer pour chacune d’entre elles un traitement de thérapie

génique unique.

Mots clés: Thérapie génique, Maladie génétique, vecteur.

Abstract

Gene therapy brings together all technologies allowing the transfer of genetic material such as
DNA or RNA for therapeutic purposes in a living organism. It thus covers two very different notions;
somatic gene therapy and germinal gene therapy. The strategy of gene therapy is a therapy that
involves inserting one or more nucleic acids into the cells or tissues of an individual, to treat or
prevent a disease, via a vector. These vectors can be classified into two types: viral vectors; created
from one or more viruses and non-viral vectors; made from different molecules (such as lipids). It is
also possible to use nucleic acids without any other molecule (Naked DNA). Each disease has its own

particularities which makes it necessary to develop for each of them a unique gene therapy treatment.

Key words: gene therapy, genetic disease, vector.
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