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Introduction 

Les connaissances sur la génétique et la génomique ont progressés de façon 
exponentielle après la découverte en 1953 de la structure en double hélice de l'ADN par 
Watson et Crick. En 1973, les scientifiques commençaient déjà à déchefrer les codes 
spécifiques mettaient au points des procédés pour fractionner les molécules d' ADN et 
commençaient à insérer des gène dans de l' ADN bactérien. Cela marquait le début de 
l'âge moderne du génie génétique. 
Aux débuts des années soixante-dix, il est devenu possible d'isoler un segment d' ADN 
parmi des millions de paires de nucléotides d'un chromosome, et de créer ainsi une 
recombinaison de gènes qui n'aurait jamais pu se faire naturelle, cette technologie dite de 
« /'ADN recombinant » à maintenant une profonde influence sur le développement de 
notre vie de tous les jours, au travers de multiples application liées à la médecine, tout 
pour le diagnostic de certains maladies humaines que pour traitement. Comme ces 
applications sont devenues au cours des années très nombreuses, il n'est pas question ici 
d'en dresser un inventaire mais plutôt de les illustrer à l'aide de quelques exemples, dans 
divers domaines tel que les maladies génétiques, le cancer ou les maladies infectieuses. 

Les infections sont le plus souvent le résultat de la rencontre accidentelle d'un 
individu susceptible avec un agent pathogène ; une maladie infectieuse se déclaire 
lorsque une infection produit un changement quel conque qui altère l'état normale de la 
santé, par l'incapacité d'une partie ou de la totalité de l'organisme à s'adapter ou à 
remplir normalement ces fonctions. 

Les maladies infectieuses présentent un problème pour la santé publique. Elles 
sont les principales causes de mortalité dans le monde. Dans les payes industrialisés, la 
mortalité due à ces maladies à fortement diminué durant la plus grande partie du 20eme 
siècle. Toutefois, certaines périodes sont vues une augmentation notable des taux de 
mortalité due principalement à ce type de maladies. 

A la fin du 20eme siècle, on à cru à l'idée que la combinaison des vaccins et des 
antibiotiques allait réduire le problème des maladies mortelle, à fait s'orienter vers un 
nouveau mode thérapeutique, qui à permet de manipuler le gène médicament in vitro et 
peut servir à élaborer de nouvelle voie de production de petite molécule pour de 
nombreux pathogène, la prévention est très préférable à un traitement et les vaccins sont 
donc très intéressant. 
Pour réalisée un traitement efficace et définitif contre les maladies infectieuses, surtout 
qu'il s'agit d'une infection virale ou d'éviter la nouvelle apparition de ses maladies par 
faire le point sur les applications récentes et les possibilités futures de la technologie de 
l' ADN recombinant dans différentes affections. 
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Chapitre 1 La technique de l'ADN recombinant 

Dans le cadre de l'hérédité, l'information génétique d'une cellule ou deux cellules 
parentales est transmise au sein d'une espèce par la division cellulaire ou la reproduction 
sexuée. L'information génétique est définie au sein de la molécule d'ADN, une double 
hélice de haut poids moléculaire. La plupart des êtres vivants conserve leur information 
génétique sous cette forme chimique homogène. Cela rend possible l'échange de 
l'information génétique entre espèces non apparentées (par exemple dans l'infection 
virales). Ces dernières décennies, des techniques permettent ainsi de nouvelles 
expérimentations dans la recherche fondamentale telle que les techniques d'ADN 
recombinant [ 1]. 
Les techniques d'ADN recombinant, appelées également clonage de gènes, géné 
génétique ou clonage moléculaire, sont des termes vagues qui englobent des démarches 
variées. En bref, l'objectif de ces manipulations expérimentales est l'introduction d'un 
gène d'un organisme dans une cellule hôte, dans laquelle il peut être maintenu au fil des 
générations et étudié [2]. · 

1.1. Les dates principales de la technologie de l'ADN recombinant 

Au début du XXe, la redécouverte des travaux de Mendel (1822-1888) et les 
travaux de Morgan ( 1866-1945) sur des mouches permettent de comprendre que 
l'hérédité est due à la transmission de particules appelés gène, disposés de manière 
linéaire sur les chromosomes. Dans les années 1950, la nature chimique des gènes est 
mise en évidence, ainsi que la structure moléculaire de l'ADN. En 1965, les enzymes de 
restriction ont été décrites pour la première fois et confirmée par Paul Berg et ses 
collaborateurs en 1973, ces protéines donnent aux chercheures les outils qui leur 
manquaient pour établir une cartographie du génome, elle ouvre aussi la voie à la 
transgénèse, "manipulation" in vitro de portions précises d'ADN et donc des gènes. C'est 
la technologie de l'ADN recombinant, qui permet l'insertion d'une portion d'ADN (un ou 
plusieurs gènes) dans un autre ADN [3,4]. 

1.2. Les sources d'ADN à cloner 

1.2.1. ADN obtenu à partir de l'ADN génomique 

L'ADN d'une cellule procaryote ou eucaryote peut être facilement purifié sous 
forme de longues fibres correspondant aux macromolécules de haut poids moléculaire. 
Ces longues chaines d'ADN bicaténaire portant les gènes peuvent être coupés 
statistiquement en fragment de taille variable pour un ou plusieurs enzymes ciseaux 
(enzyme de restriction) pour obtenir des morceaux d'ADN plus longs, on peut réaliser 
une digestion ménagée par un ou deux enzymes coupant peu fréquemment l'ADN 
génomique. De plus, les coupures par les enzymes de restriction produises des extrémités 
capabl_es de se recombinées aisément avec d'autre fragment d'ADN en particulier les 
ADN vecteurs [5]. 

1.2.2. ADN synthétisé à partir de l'ARN messager 

Une fraction d'ARN messager contenant le poly A ou un ARN messager purifie 
peuvent servir de matrice pour la synthétise d'ADN par l'ADN polymérase ARN 
dépendante purifiée des particules virales (reverse transcriptase). Cette synthèse requiert 
la présence d'une amorce ( oligo dT par exemple) et produit le plus souvent un ADN 
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représentatif d'une partie d'ARN messager, la synthèse s'arrête avant d'atteindre 
l'extrémité 5' de l'ARN messager qui ne contient que les séquences codantes à l'exclusion 
des introns non codants; l'ADN correspondant est appelé ADNc et ne représentera qu'une 
partie du gène [ 5]. 

1.2.3. L'ADN synthétisé par voie chimique 

Cette méthode est utilisée pour des petits fragments d'ADN ou de petits gènes. Son 
principe est de relier de façon séquentielle des nucléotides dont on connait leur 
enchainement. Brièvement, à partir d'un trinucléotide fixé sur un support (polymère tel 
que le sépharose) sont additionnés des trinucléotides présynthétisés dans l'ordre choisi, 
puis la chaine de desoxyribonucléotides est détachée pour servir de matrice pour 
synthétiser le brin d'ADN complémentaire des ADN bicaténaire. Plus de 50 paires de 
bases ont pu être synthétisés par cette technique [5]. 

1.2.4. Les virus comme source d'ADN homogène 

Jusque récemment, les seules molécules d'ADN à faire d'objet d'études sérieuses 
été isolée a partir de virus contenant chacun une seule molécule d'ADN linéaire ou 
circulaire. Quelque soit sa forme, sa réplication démarre généralement à un site unique et 
se propage en suite de façon bidirectionnelle jusqu'à ce que l'intégralité de la molécule 
soit répliqué. Plusieurs ADN de phage, et particulièrement ceux qui infecte E. coli, ont 
souvent constitué la source d'ADN à utiliser pour les premières études, à la fois parce 
qu'il est possible de les produire en grandes quantité et aussi contiennent des ADN de 
taille relativement petite qui ne se fragmentent pas trop facilement en solution [6]. 

1.3. Les outils de la technologie d'ADN recombinant 

La technologie de l'ADN recombinant est basée sur l'utilisation d'outils 
moléculaires qui sont les enzymes de restriction et les vecteurs. 

1.3.1. Les enzymes de restriction 

Plusieurs techniques de génie génétique ont été rendus possibles grâce à la 
découverte des enzymes capables de couper des molécules d'ADN double brin en un 
nombre limité de site bien précis. Ces enzymes appelées "enzyme de restriction" [7,8]. 
Ont été identifiée à la fin des années 1960 par le Suisse W emer Arber qui a mis en 
évidence pour la première fois l'existence des enzymes de restrictions de l'ADN, cela 
aboutit par la suite à leur purification à partir de la bactérie Haemophlus influenzae et à 
leur utilisation dans la caractérisation des séquences d'ADN par Nathans et Smith (1973) 
[9]. Leur mode d'action consiste de connaitre des séquences nucléotidiques spécifiques 
appelées " site de restriction " et fractionner l'ADN en hydrolysant les liaisons 
phosphodiester sur chaque brin soit de manière décalée, soit au même niveau [8]. 

Les enzymes de restriction sont isolées des microorganismes bactériens le plus souvent, 
la bactérie protège son propre ADN en ajoutant des groupements méthyle (-CH3) aux 
adénines ou aux cytosines des séquences pouvant être reconnus par ces enzymes [7,8]. 
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Chapitre I La technique de /'ADN recombinant 

1.3.1.1. Nomenclature 

La découverte d'un grand nombre de systèmes de restriction -modification rendait 
nécessaire l'utilisation d'une nomenclature uniformisée (Smith et Nathan, 1973) [10], elle 
donne à l'enzyme de restriction des noms de 3 à 4 lettres qui rappellent l'origine du 
micro-organisme d'où elles sont isolées. 

La première lettre en majuscule désigne le genre de la bactérie. La deuxième et la 
troisième lettre en minuscules sont les deux premières lettres du nom de l'espèce; parfois 
il existe une quatrième lettre, elle indique la souche d'où est extrait l'enzyme (exp: Hind). 
Le chiffre romain concerne l'ordre de caractérisation de l'enzyme, lorsque plusieurs 
enzymes ont été isolées à partir d'une même souche bactérienne (exp: EcoRI et EcoRV). 
La lettre R, lorsqu'elle est mentionnée, indique qu'il s'agit d'une endonucléase [7]. 

1.3.1.2. Classification des enzymes de restriction 

Les enzymes de restriction reconnaissent des séquences spécifiques. En revanche, 
les sites de coupure, la nature de la coupure, la composition des enzymes et le mode 
d'action différent sont à l'origine d'une classification en type. A l'heure actuelle, quatre 
types d'enzymes de restriction ont été déterminés (10]: 

•!• Les endonucléases de restriction de type 1 

Les enzymes de système restriction-modulation (RM) de type I sont composées de 
plusieurs sous-unités codées par deux gènes Mod et Res, dont deux sous- unités M sont 
responsable de la méthylation de la séquence à couper, la sous-unité S assure la 
spécificité de la séquence et la sous unité R coupe la séquence de reconnaissance. 

Les enzymes de type I reconnaissent des séquences spécifiques asymétriques, la coupure 
est effectuée en environ 1000 pb du site de reconnaissance, nécessitent de l'ATP, du Mg +z 
et du S-adénosyl-méthionine pour effectuer leur activité endonucléasique sur l'ADN [11] . 

•!• Les endonucléases de restriction de type II 

Les enzymes de restriction de type II coupe de manière spécifique les deux brins 
d'ADN au niveau d'une séquence bien définie de 4 à 8 nucléotides appelée séquence 
palindromique, qui présente une symétrie répétée inversée. 

En fonction de la nature de la coupure au niveau du site de restriction, deux types 
différents de fragments peuvent être obtenus: des fragments à bouts francs (Blunt end) et 
des fragments à extrémités cohésives (stiky ends) débordantes en 3' ou débordante en 5'. 

•!• Les endonucléases de restriction de type III 

Les enzymes de type III comportent aussi deux gènes, Mod et Res, codant pour 
des sous unités qui exercent soit une activité de reconnaissance d'ADN (Mod), soit une 
activité de restriction (Res). La coupure nécessite une interaction de l'enzyme avec deux 
copies d'un site de reconnaissance non palindromique, qui doivent avoir une orientation 
inverse sur l'ADN cible [11]. 
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•!• Les endonucléases de restriction de type IV 

Le système comporte un ou deux gènes codant pour des protéines qui ne coupent 
que de l'ADN modifié comportant des bases méthylées, hydroxyméthylées et 
glucosylhydroxy-méthylées. Leurs séquences de reconnaissance n'ont pas été bien 
établies [ 11]. 

Les endonucléases de restriction les plus couramment utilisées et leurs séquences de 
reconnaissance sont résumés dans le tableau 1. 

Tableau 1: Quelques endonucléases de restriction et leurs spécificités de séquences [12]. 

Organisme enzyme Site de Taille de site Nature des 
d'origine restriction extrémités 
Escherichia coli EcoRV 

5'GATATC3' 
6 nucléotides Bouts francs 

3'CTAfAG5' 

Escherichia coli Eco RI 
5'G~TTC3' 

6 nucléotides Bouts cohésifs 
5' sortant 

3'CTTAAp5' 

Providencia Pst I 6 nucléotides Bouts cohésifs 
stuartii 5'CTGCAb3 1 3' sortant 

3'qACGTC5' 

Haemophilus Hae III 4 nucléotides Bouts francs 
aegyptius 5'Gc*:C3' 

3'Cq:JG5' 

Thermophilus Taql 
5'TtGA3' 

4 nucléotides Bouts cohésifs 
aquaticus 5' sortant 

3'AGC1f5' 

Haemophilus Hhal 4 nucléotides Bouts cohésifs 
haemolyticus 5'GCGt3' 3' sortant 

3'CfJCG5' 

. 1.3.1.3. L'utilisation des enzymes de restriction 

Les enzymes de restriction sont utilisés pour établir la carte de restriction de toute 
molécule d'ADN que l'on souhaite caractériser, l'insertion d'un fragment d'ADN dans un 
plasmide, dans un virus (clonage) et la recherche des mutations [13] 

5 



Chapitre I La technique de /'ADN recombinant 

1.3.2. Les vecteurs 

Les vecteurs sont des molécules d'ADN de transport qui transfèrent et répliquent 
(clonent) des fragments d'ADN insérés. De nombreux vecteurs existent et présentent des 
propriétés variés, qu'ils s'agissent de la réplication de manière autonome, la taille 
adéquate qui autorise leur manipulation en dehors d'une cellule hôte [14,15] et en fin, 
contiennent un gène marqueurs dont le produit dans les cellules transformées pem1ette de 
sélectionner ces dernières [ 16]. De nombreux vecteurs de clonage sont couramment 
utilisés selon le but souhaité: 

1.3.2.1. Les vecteurs utilisés en thérapie génique 

~ Les vecteurs viraux 

L'utilisation de virus recombinants défectifs est actuellement la méthode la plus 
employée pour le transfert de gène dans des cellules en culture ou in vivo, grâce à 
l'efficacité des virus, à faire entrer leur acide nucléique dans les cellules et les fortes taux 
de réplication, de l'expression génique que l'on peut obtenir. Quatre types de vecteurs 
viraux ont été développés en vue de la thérapie génique humaine et sont arrives en phases 
1 d'essais clinique (fableau2). Il s'agit de vecteurs dérivés des rétrovirus, des adénovirus, 
les virus herpétiques et des parvovirus (adéno-associated virus ou AA V) [17, 10]. 

•!• Les rétrovirus 

Les rétrovirus sont des virus à ARN capable d'infecter les cellules en division qui 
possèdent à leur surface un récepteur reconnu par l'enveloppe virale (figure la), ils 
intègrent de façon stable leur génome dans le génome des cellules infectées. Le facteur 
principale limitant l'utilisation des vecteurs rétroviraux est que l'on ne peut les utiliser que 
pour modifies des cellules capables de se diviser activement. Les cellules à 
renouvellement lent restent accessibles lorsqu'il est possible de stimuler transitoirement 
leur division. En réalisation, une courte période de culture durant laquelle le transfert de 
gène est réalisé. En pratique, les vecteurs rétroviraux ne sont bien adaptés que pour le 
transfert de gène ex vivo, suivi de réimplantation des cellules génétiquement modifiées 
encore qu'ils se soient avérés peu efficaces pour les cellules souches hématoprotéiques 
primitives chez les grandes mammifères mais le risque majeur qu'ils présentent est 
l'introduction d'une tumeur dans l'organisme qu'ils infectent [18,19]. 

Les vecteurs rétroviraux sont les plus couramment employés, aussi bien dans les études 
précliniques que dans les essais thérapeutiques (on les trouve utilisés dans 60% des 
protocoles approuvés) [ 17]. 

•!• Les adénovirus 

Les adénovirus sont des virus à ADN possédant un génome linéaire bicaténaire 
d'environ 36kb (figure 1 b ). Ils ont été largement utilisés comme vecteurs de transfert et 
d'expression de gènes. En raison de leurs nombreuses caractéristiques favorables, comme 
leur stabilité, leur grande taille d'insert accepté. 

Les adénovirus peuvent en effet, infecter un grand nombre de types cellulaires, y compris 
des cellules quiescentes, avec une efficacité pouvant atteindre 100%. Ils apparaissent 
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comme des vecteurs de choix pour le transfert de gène dans le système nerveux, le foie, 
l'épithélium bronchique, la paroi artérielle. Ils sont massivement utilisés dans des 
approches de la thérapie génique du cancer et contre des infections respiratoires et 
gastroentérites. Bien que l'utilisation de ces vecteurs ait rencontré de grands succès, ils 
souffrent de deux problèmes particuliers: 
Des effets cytotoxiques d'une part, qui sont du à un faible niveau d'expression de 
produits de gènes viraux et d'autres part, une tendance à une recombinaison entre le 
vecteur et la partie de génome viral intégré dans la cellule hôte, ceci entrainant 
l'apparition de virus compétents pour la réplication [ 10, 17]. 

•!• Les vecteurs basés sur le virus d'herpès 

Certains virus attaquent naturellement un type spécifique de cellule. Le virus de 
l'herpès simplex (HSV) de type 1 fait partie de cette catégorie. Il infecte les cellules 
neuronales quiescentes et y demeure. Le virus de l'herpès simplex est un pathogène 
humain de premier plan. Il provoque des boutons de fièvre récurrents et dans de rare cas, 
des encéphalites mortelles. 

Le génome du virus de l'herpès simplex est une molécule d' ADN double brin de 152kb. 
Le virus fusionne avec la membrane d'un neurone puis transporté dans le noyau. Environ 
30kb de ce génome peuvent être remplacés par l' ADN à cloner sans séquence importante 
sur la réplication, l'encapsidation et la virulence. Cependant, la taille importante du virus 
de l'herpès simplex rend les manipulations génétiques difficiles. Pour résoudre ce 
problème, une version réduite du génome du virus, constituée de l'origine de réplication 
et du signal d'encapsidation de ce virus, est incorporé dans un plasmide d'E. coli 
amplicons (plasmides amplicons) [2]. 

•!• Les vecteurs viraux adéno-associés (AA V) 

Le virus adéno- associés (AA V) est un virus humain à ADN, de petite taille (4,7 
kb ), simple brin et non pathogène (figure 1 c ). Ce virus est incapable de se répliquer seul, 
sans la co-infection par un autre virus (helper virus) tel qu'un adénovirus, d'où le non de 
virus adéno-associe. En l'absence d' helper virus, l'AA V sauvage s'intégrer en un site 
spécifique du chromosome19 (samulski, 1993). Après l'entrée de ce virus adéno-associe 
dans le noyau, les polymérases d'une cellule hôte convertissent le génome de virus en un 
ADN double brin qui est ensuite transcrit [2]. 

L'intérêt de leur utilisation en tant que vecteur pour le transfert de gène provient du fait 
qu'ils sont capables d'infecter de nombreux types cellulaires, et quelques soit leur état 
(division ou acquiescent). Ils sont fréquemment dans la population et n'entrainent pas de 
pathologie. La taille du transgène transféré (au maximum 4,5kb) reste un élément limitant 
l'utilisation de ces vecteurs [20]. 
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Rétrovirus Adénovirus Virus Adéno-associé 

a b c 

Figure 1 : la structure des vecteurs viraux [21]. 

•!• Les vecteurs basés sur les poxvirus 

Les poxvirus ont une structure complexe, et un grand ADN génomique linéaire 
bicaténaire faisant jusqu'a 300 kb. De façon inhabituelle pour un virus à ADN, les 
poxvirus se répliquent dans le cytoplasme de la cellule infectée plutôt que dans son 
noyau. Le virus de la vaccine est fortement apparent au virus de la variole, un programme 
de vaccination mondiale utilisant le virus de la vaccine (1' agent causal de la variole) a 
permis l'éradication de la variole en tant que maladie infectieuse [10]. 

/ Tableau 2: Type de vecteurs viraux utilisés en thérapie génique [22]. 

Types Avantages Inconvénients 

Adénovirus -Infect de nombreux types cellulaires. -Immunogène (moins pour 
-Grande efficacité. les vecteur récents). 
-Capacité moyenne. -Production du gène emporté 

et peu durable. 

AAV -Infect de nombreux types cellulaires. -Difficile à produire en 
-Non pathogène. grande quantité. 
-Peu immunogène. -Ne peu emporter que les 

gènes de petite taille (moins 
de 5000 bases) 

Rétrovirus -Peu immunogène. -Ne peu cibler que les 
-Production du gène emporté quasi cellules en division. 
infinie due à l'intégration dans l'ADN -Risque d'effet délétère de 
de la cellule. l'intégration dans l'ADN 

cellulaire. 
Herpès -Bonne efficacité dans les neurones. -Cycle complexe encore mal 

-Grande efficacité. maîtrisé. 
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> Les vecteurs non viraux 

Les vecteurs non viraux sont caractérisé par une production aisés, économique et 
en absence de pathogénicité et d'immunogénicité qui laisse envisager des administrations 
répétées et une grande flexibilité quand à la taille de la molécule d' ADN à insérer {l 7]. 

•!• Les liposomes 

Les lipides cationiques sont constitués de lipides chargés positivement et associés 
à l' ADN provoquant sa condensation, ils forment ainsi des lipoplexes. Ils pénètrent par 
endocytose et fusion avec les lysosomes [ 1 7]. Ces vecteurs présentent plusieurs 
avantages tel que l'expression transitoire de leur transgène car ils ne s'intègrent pas, peu 
toxique et produits en masse, mais ils sont victimes d'une très forte captation hépatique et 
atteignent difficilement le noyau, ils sont des vecteurs de 17% des protocoles cliniques 
[18]. 

•!• Les plasmides 

Les plasmides sont des molécules refermées d' ADN bicaténaire distinctes de 
l' ADN chromosomique de la cellule. Ces ADN extrachromosomiques sont naturellement 
présents dans certaines bactéries ainsi que dans le noyau de certaines levures et de 
quelques eucaryotes supérieurs entant que parasite ou symbioses de leur cellule hôte [23]. 

D'une manière générale, un vecteur plasmidique doit posséder au minimum une petite 
taille (3 kb) de manière à insérer un fragment d' ADN le plus grand possible (jusqu' à 10 
à 15 kb ), une origine de réplication bactérienne, des sites de restriction unique (multisite 
de clonage ou polylinker) pour permettre l'insertion de l' ADN, et contiennent des gènes 
de résistances aux antibiotiques de la cellule hôte [23, 24,25]. 

D'autres vecteurs dérivés de celui-ci présentent des améliorations portant 
essentiellement sur la facilité de criblage des clones recombinés, sur la facilité d'insertion 
de l' ADN étranger, sur l'adaptation à l'utilisation ultérieure de l' ADN cloné 
(cartographie, séquençage, expression, étude de régulation d'expression ..... ) et sur la 
taille des segments insères. 

•!• Les phages 

Possèdent généralement des molécules d' ADN linéaires au niveau desquelles 
l' ADN étranger peut être inséré à de nombreux sites de restriction enzymatique. Un 
avantage important des vecteurs phagiques réside dans le fait que les phages peuvent 
accepté un fragment d' ADN longs de 10 à 20 kb, la limite imposée par la quantité 
d' ADN qui peut être empaquetée dans la tête du phage, alors que seul des morceaux 
d' ADN de 6 à 10 kb peuvent être insérés dans les plasmides [26]. 

•!• Les cosmides: 

Les cosmides sont des plasmides recombinants qui combinent les caractéristiques 
à la fois des plasmides (origine de réplication ori) et du bactériophage J... (sites cos), leur 
intérêt réside dans la possibilité de cloner des fragments plus longs, de 20 à 45 kb (25]. 
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L'identification de gènes de très grande taille impliqués dans diverses maladies a 
entrainé le développement de nouveaux vecteurs capables d'accepter des fragments 
d'ADN de 200 kb jusqu'à 1000 kb (1 megabase ). Il s'agit des chromosomes artificiels de 
bactérie ou BAC (fragments insérés de 100 à 200 kb) et des chromosomes artificiels de 
levure ou YAC (fragments de 150 à 1200 kb). Les chromosomes artificiels de 
mammifères (MAC) ou humains (HAC) sont en cours de développement. Ils devraient 
permettre le clonage et l'introduction dans des cellules de grandes régions 
chromosomique [25] . 

..../. 1.3.2.2. Les vecteurs d'expression 

Il peut être difficile de faire exprimer par un procaryote le gène cloné d'un 
eucaryote, parce qu'il existe des différences entre ces deux types de cellules en ce qui a 
trait à l'expression génique. Pour contourner les différences concernant les promoteurs et 
les autres séquences de contrôle, on se sert habituellement d'un vecteur d'expression. Il 
s'agit d'un vecteur de clonage contenant le promoteur d'un procaryote voulu juste en 
amont d'un site de restriction, où le gène eucaryote peut être inséré. La cellule hôte 
bactérienne reconnait alors le promoteur et exprime le gène étranger qui lui est associé. 
Les vecteurs d'expression permettent la synthèse d'un grand nombre de protéines 
eucaryotes par des cellules bactériennes [8]. 

Dans certains cas, par exemple en utilisant des vecteurs d'expression T7, pour obtenir une 
grande proportion d'une protéine particulière [27]. 

1.4. La stratégie de clonage 

Les grandes molécules d'ADN, et en particulier les chromosomes, ne sont pas 
directement accessibles à l'expérimentation et doivent être clonées afin de pouvoir être 
manipulées. Le clonage consiste à introduire un fragment d'ADN dans une cellule-hôtes. 
Tout protocole de clonage dans ces cellules comporte les étapes suivantes [13 ,28] (ffgure 
2). 

1.4.1. La préparation de l'insert et du vecteur 

Il y a trois manières d'obtenir des quantités adéquates d'un fragment d'ADN, on 
peut extraire l'ADN d'un organisme, le fragmenter et d'isoler le fragment concerné et 
finalement le cloner. Sinon, tous les fragments peuvent être clonés à l'aide d'un vecteur 
adéquat et chaque clone peut être testé à la recherche du gène désiré [29]. 

Le fragment d'ADN génomique doit être porté par un vecteur capable de se répliquer et 
d'être transféré dans une cellule. Cette recombinaison in vitro demande une préparation 
complémentaire de l'ADN vecteur et du fragment d'ADN à insérer. La stratégie la plus 
simple et la plus commune est d'isoler le gène d'intérêt grâce à une enzyme de restriction 
qui même, le vecteur est cliver généralement par la même en un site unique. Cette 
enzyme ne coupe qu'une ou deux fois l'ADN vecteur. Ainsi, les extrémités obtenues sont 
réunies à l'aide de la ligase. Cette stratégie est valable pour les fragments d'ADN 
génomique dont les coupures doivent être compatibles avec celle du vecteur [5]. 
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1.4.2. L'introduction du vecteur recombiné dans les cellules 

Les scientifiques utilisent la technologie de l'ADN recombinant pour construire et 
répliquer des molécules d'ADN recombinant afin de faire des copies clonées de 
séquences spécifique. La réplication se déroule après le transfert des molécules 
recombinantes dans les cellules hôtes [ 14]. 

1.4.2.1. L'introduction dans une cellule procaryote 

L'un des hôtes procaryotes les plus couramment utilisés est la bactérie E. coli, on 
fait incuber les cellules d'E. coli en présence de l'ADN à introduire et de CaCli à 4°c 
pendant des durées de 30 min à 24h. Plus le contact est de longues durées, plus la quantité 
d'ADN pénétré est importante, mais le nombre de cellules qui meurent est aussi élevé. 
Les bactéries ainsi traitées sont dites "compétentes". Les vecteurs préparés à partir de 
bactériophages permettant de former des phages complets capables d'injecter l'ADN dans 
la bactérie-hôte [14,16]. 

1.4.2.2. L'introduction dans une cellule eucaryote 

Dans le cas des cellules de mammifères, l'ion Ca +2 permet aussi l'introduction 
passive d'ADN, sous forme de coprécipité laissé en contact avec les cellules-hôtes. 

Chez les eucaryotes, les virus utilisés comme vecteur peuvent être infecté la cellule cible 
et intégrer une copie d'ARN de leur génome dans le chromosome de l'hôte tel que les 
rétrovirus. Il y a aussi les adénovirus qui peuvent transférer des gènes dans les cellules 
animales. Par exemple les baculovirus recombinants vont, quand à eux, infecter les 
cellules d'insecte et permettre la production de nombreuses protéines [30,16]. Il existe 
aussi des techniques de micro-injection de l'ADN à l'intérieur de grosses cellules comme 
ovocytes à l'aide de micropipettes en verre dirigées par un micromanipulateur de 
précision avec microscope. Aussi une méthode de "piqure" dans laquelle une micro
aiguille pique au hasard les cellules qui baignent dans une solution d'ADN à recombiner, 
ce qui suffit à faire pénétrer celui-ci [16]. 
Après pénétration dans les cellules en cas d'hôte bactérien, le segment d'ADN reste sous 
forme de plasmide. Dans le cas des cellules animales l'ADN pénètre dans le noyau, il se 
recombine avec les chromosomes [ 16]. 

1.4.3. La sélection des cellules transformées 

Au cours des différentes étapes de construction d'un clone recombinant, une 
difficulté majeure est l'identification du clone recherché dans une population de clones 
recombinants. Plusieurs approches permettent d'identifier une bactérie porteuse du 
vecteur recombinant recherché [29]. 
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Figure 2 : Les étapes de clonage [30]. 

Une banque de fragment d'ADN, comprenant des milliers de bactéries, peut 
facilement être triée pour un gène spécifique cloné (par exemple : gène de résistance), si 
ce gène confère à la bactérie hôte une caractéristique permettant de la distinguer des 
autres bactéries porteuses de fragments d'ADN génomique donneur. 
Ainsi on peut identifié les souches recombinant par un complémentaire à la séquence 
inséré grâce à des sondes marquées. La technique d'hybridation sur colonies rend possible 
la détection de gènes par des sondes d'ARN ou d'ADN marquées par radioactivité ou par 
d'autres méthodes.( r.· 3) . 
Les colonies testées s~ansférées du milieu de culture solide sur un filtre nylon ou de 
nitrocellulose. Le filtre est délicatement appuyé sur la surface du milieu -de culture. Il est 
ensuite à la soude (NaOH) ce qui permet de casser les cellules. À fin de les ouvrir tout en 
séparant simultanément les deux brins d'ADN (dénaturation). Le filtre est ensuite saturé 
avec une sonde marquée dont la séquence en bases est complémentaire de celle de gène 
recherché. Les conditions expérimentales permettant aux brins d'ADN de reformer des 
duplex lors de la dénaturation. Une fois que la sonde est retirée par lavage, la détection de 
la position des sondes qui sont restées liées permet d'identifier les colonies recherchées 
[31). 
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Figure 3 : Identification des clones recombinant par hybridation (30]. 
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On groupe sous le terme de maladies infectieuses des affections plus ou moins 
Contagieuses dues à des bactéries, à des virus, ou à des agents divers introduits dans 
l'organisme humain ou animal, ils entraînent des réactions de défenses dont les plus 
importantes sont représentés par la phagocytose et les réactions, immunitaire [32]. 
L'apparition de la maladie dépend de l'agent pathogène, du réservoir de germes de 
transmission et de la réceptivité de l'hôte [33]. 

11.1. Les agents pathogènes 

Les agents pathogènes ont la capacité d'entraîner diverses maladies infectieuses et 
de déterminer le type de ces maladies [29]. Ce pouvoir pathogène est en fonction de 
virulence [33]. On distingue deux origines des agents pathogènes : 

- Origine exogène, et dans ce cas les micro-organismes peuvent se trouver à peu prés 
partout. 
- Origine endogènes : appelé alors flore commensale, l'homme est le porteur de 
nombreux germes en de multiple point du corps [34]. 

11.2. Le mode de transmission 

La transmission d'agents pathogènes chez l'homme est en fonction de la 
localisation des voies d'élimination du germe ainsi que des voies de pénétration dans 
l'organisme. Elle se fait selon deux modes : 

- La transmission directe par contact étroit entre sujet infectant et un hôte réceptif par 
contact aérien [33]. 
- La transmission indirecte, dans ce cas l'agent pathogène transmis par intermédiaire d'un 
vecteur. Cette contamination est réalisée par l'eau et les aliments [35]. (fableau 3) 

- Tableau 1 : Mode de transmission des agents pathogènes [33] [30]. 

Mode de transmission Exemple 

• Les maladies à transmission aérienne -Grippe -diphtérie - tuberculose 

• Les maladies à transmission entérique -salmonellose - hépatite infectieuse 

• Les maladies à transmission par - leishmaniose - paludisme 
arthropode 

• Les maladies à transmission cutano- - maladie sexuelle transmissible 
muqueuses 

• Les anthropozoonoses - rages - échinococcose 

11.3. Classification des maladies infectieuses 

Selon le germe pathogène on peut distinguer les maladies suivantes : 

11.3.1. Les maladies bactériennes 

Les bactéries sont des micro-organismes unicellulaire présentent sous plusieurs 
formes, les plus courantes sont les bacilles (bâtonnets), les cocci (sphériques ou ovoïde) 
Et les formes spiralées [15]. Elles n'appartiennent ni au règne des animaux ni à celui des 
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végétaux, mais a un troisième règne, celui des protistes et plus spécialement celui des 
protistes inférieurs ou procaryote [33). Même si certaines bactéries sont bénéfiques à 
l'homme comme les bactéries intestinales qui empêchent la prolifération d'autres micro
organismes, d'autre, peut au contraire provoquer des maladies comme diphtérie, 
brucellose, fièvre typhoïde ... etc [36). 

Pour voir une transmission de la maladie à l'homme et animaux les bactéries doit 
être capable de se fixer de manière très spécifique à des tissus particuliers grâce à des 
facteurs d'adhérence appelés adhésines qui se trouve à la swface de la cellule 
Bactérienne et permettent de se fixer sur des récepteurs spécifiques des cellules hôtes. 
Après la fixation elles y parviennent souvent en produisant des substances lytiques qui 
altèrent le tissu de l'hôte par : l'attaque de la substance fondamentale et des membranes 
basales des téguments et des tissus intestinaux, par désorganisation de la swface 
cellulaire ... éte. Les bactéries continuent à se disséminer dans le cotps de l'hôte pour y 
prévenir elles produisent des substances et/ou des enzymes spécifiques qui facilite la 
propagation et la multiplication pour produire une infection (29). 
Parmi les maladies les plus fréquentes, et plus dangereuses on cite : 

•!• La tuberculose: qui est concédéré comme maladie infectieuse transmissible et 
non immunisante avec des signes cliniques variables. Elle est provoquée par des 
mycobactéries du complexe tuberculosis correspondant à différents germes et 
principalement Mycobacteruim tuberculosis (37). 

La tuberculose se transmet principalement par inhalation d'aérosols contenant 
l'agent pathogène (15]. Après leur entrée dans les poumons, les bactéries sont 
phagocytées par les macrophages. Une de cette repense d'hypersensibilité se développe 
et des nodules petits et durs appelés tubercules se forment: ceux-ci sont caractéristique 
de la tuberculose et donnent leur nom à la maladie (29). (ffgure 4) 

• Macro:phages activés 

Cellule TDTH 

Macrophages activ6s 

Centre de caseous 

Bacilles 

Macrophages 
activés 

Figure 4 : Infection d'un tissu par Mycobacterium tubecu/osis (38). 
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11.3.2. Les maladies virales 

Les virus sont les plus petits agents infectieux ont une taille varie de 20-200 nm 
[39]. Ils ne sont constitués que par un seul acide nucléique ADN ou ARN lequel est 
entouré d'une enveloppe appelée capside d'origine protéiques [40]. Ils sont considérés 
comme des parasites intracellulaires obligatoires, c'est-à-dire qu'ils dépendent totalement 
de leurs cellules hôte pour se reproduire [ 15]. Pour cette raison, sont capables de 
provoquer des maladies telles que la grippe, la rougeole, SIDA, l'hépatite ... [40]. 

Les virus possèdent un mécanisme de pathogènécité diffère à cel des bactéries. Les 
virus dépendent entièrement de la cellule vivante pour être répliquer [ 40]. Une foie à 
l'intérieur de cette cellule, ils utilisent leur propre acide nucléique et les ressources de la 
cellule hôte pour créer un nouvel acide nucléique et des protéines virales, ces composants 
se rassemblent en particules virales suplimentaire qui sont libérées à l'intérieur de la 
cellule hôte pour aller infecter d'autres cellules [ 41]. 

Parmi les maladies virales les plus mortelles on cite le SIDA (VIH : Virus 
Irnmunodéficience Humaine). 

•!• VIH 

Le mot SIDA est un sigle qui signifie Syndrome Immunodéficience Acquise Cette 
maladie est provoquée par le Virus de l'Immunodéficience Humaine (VIH), caractérisé 
par une déficience du système immunitaire qui facilité les infections par divers micro
organismes (bactéries, champignons, parasites) et l'apparition de Certains cancers -
maladies dites «opportunistes»- car elles atteignent peu les sujets dont l'immunité est 
normale. Le sida est aujourd'hui considéré comme une pandémie ayant fait selon l'ONU 
SIDA et l'OMS environ 25 millions de morts depuis 1981 jusqu'au janvier 2006. 

• Mode d'action du virus VIH 

Le VIH pénètre dans l'organisme, par voie sexuelle ou sanguine. A sa surface, les 
protéines virales reconnaissent les récepteurs CD4+ et CD8+ des lymphocytes T et s'y 
fixent. Le virus fusionne alors sa membrane avec celle de la cellule cible, afin de faire 
entrer son matériel génétique et ses enzymes et Intégré son génome ou génome de la 
cellule hôte. Il utilise la machinerie cellulaire de son hôte pour fabriquer de nouveaux 
virions .Ces nouveaux virus sont ainsi libérés dans l'organisme et peuvent infecter 
d'autres cellules (figure 5) [42]. 
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Figure S: Cycle de réplication du virus du SIDA [42]. 

•:• Hépatite 

L'hépatite est une inflammation du foie, causée soit par des substances toxiques 
soit par des virus. A ce jour un total de cinq virus provoquant une infection ciblée et une 
inflammation du foie ont été identifiés. Ces virus désignés par les lettres A.B.C.D et E 
différent par leur mode de transmission, et leur agressivité. Dès que les virus introduits 
dans le sang atteignent le foie, ils pénètrent dans ses cellules, les hépatocytes, et s'y 
multiplient. Le système qui assure ces défenses de l'organisme détruit quoi les cellules 
infectées ce qui provoque l'inflammation du foie [44]. 

Parmi les 7 genres, l'hépatite C ou VHC qui toucherait 3% de la population 
mondiale n'a été identifié qu'en 1989 et qu'est une cause majeur d'affection hépatique 
chronique pouvant aboutir à la cirrhose et au cancer du foie (Larousse de santé, 1999). 

11.3.3. Les maladies à champignons 

Toute infection fongique s'appelle mycose. Les mycoses se caractérisent par 
quelques aspects particuliers. Elles sont généralement des infections chroniques parce 
que les mycètes croissent lentement. En effet la paroi cellulaire des mycètes, composée 
de chitines et de polymères de cellulose, n'entraîne chez l'organisme infecté qu'une 
faible réponse immunitaire ; de plus les mycètes sont sensibles à une gamme moins 
grande d'antibiotiques que les bactéries. Les mycètes responsable de mycoses sont 
présents dans divers habitats, et la contamination se fait souvent par inhalation des spores 
ou par contact avec des végétaux et des animaux. Ils sont classés en cinq groupes selon la 
façon dont le mycète s'introduit dans l'hôte et l'importance de cette pénétration dans le 
tissu. C'est ainsi les mycoses peuvent être systémiques, sous cutanées, cutanées 
superficielles et opportuniste. Parmi les maladies fongiques, l' aspergillose c'est une 
mycose opportuniste qui touche particulièrement les poumons ; elle est causée par le 
genre aspergillus notamment Aspergillus fumigatus. Cette maladie touche les personnes 
qui ont des maladies respiratoires débilitantes ou des cancers, ou sont immunodéprimés, 
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et qui aspirent des spores d'aspergillus présentent dans le sol et sur les débris organiques 
(15]. Il y à trois types d'aspergilloses : les aspergilloses immuno-allergiques, les 
aspergilloses pulmonaires localisées et les aspergilloses diffuses [ 45]. 

11.3.4. Les maladies dues aux protozoaires 

Les protozoaires sont des micro-organismes unicellulaires de taille et de forme très 
variée, leur structure cellulaire est de type eucaryote et leur paroi cellulaire et non 
photosynthétique, mais hétérotrophe, on les trouve dans différents écosystèmes varie (sol, 
eau ... ) 

De nombreux protozoaires sont des parasites des végétaux, des animaux et surtout 
de l'homme, chez qu'ils sont responsable de pathologie humaine très grave et provoque 
des maladies tel que : malaria, amibiase, giardias et lambliase [15]. 

•!• Lambliase : est une maladie parasitaire provoquée par la présence dans 
l'intestin grêle d'un protozoaire flagellé Giardia lambia .Le parasite présent sous forme 
de kyste ( c.à.d. dans une coque) sur le sol, dans l'eau et les aliments ou sur les mains 
sales, se transmet tel quel d'un individu malade à un individu sain. Lambliase se propage 
facilement lors du partage d'un repas, par exemple entre les membres d'une famille, d'un 
groupe de personnes vivant en institution, enfants fréquentant les crèches ou les 
garderies. 
Le parasite existe dans l'intestin sous deux formes: une forme kystique et une forme 
végétative mobile, susceptible de sécréter une coque et de se transformer en kyste [ 46]. 

11.4. Epidémiologie 

Dans le domaine infectieux, il est important d'identifier l'agent pathogène 
responsable afin de lutter efficacement contre la maladie et de traiter les personnes 
infectées. Il est important aussi de comprendre le mode de transmission et la distribution, 
géographique d'une maladie [15]. 

11.5. Défense immunitaire de l'hôte 

L'organisme dispose une résistance naturelle aux agents infectieux, cette 
résistance résulte de la réaction de ces systèmes immunitaires de défense qui sont 
traditionnellement classés en deux types (36] : 

•!• Défense non spécifique 

Les défenses non spécifiques regroupent l'ensemble des mécanismes de défense 
naturelle de l'hôte exercée sans distinction contre toute bactéries et autres 
microorganismes ou particules exogènes [36]. Dans ce type de défense on présente des 
barrières physiques et mécaniques tel que la peau, les épithélium et les muqueuses des 
systèmes respiratoires gastro-intestinal et génito-urinaires qui jouent le rôle de première 
ligne de défense contre les agents pathogènes [29] Suivi par les processus de phagocytose 
et la production de la substance antimicrobienne qui constitue la deuxième ligne de 
défense [ 15]. Le système de défense non spécifique comprend aussi autres barrières tel 
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que les barrières biologiques (microflores, inflammation, la fièvre) et des barrières 
chimiques (bactériocines, la beta lysine et d'autres polypeptides) [36]. 

•!• Défense spécifique 

Alors que les défenses non spécifiques de l'organisme ont une réaction immédiate 
contre tout agent infectieux, l'immunité spécifique est activé quand ces défenses de 
premiers lignes .sont dépassés [36]. L'immunité adaptative ou spécifique est la capacité 
acquise de reconnaitre et de détruire un pathogène ou ces produits. Elle exige un contact 
interne entre le système immunitaire et cet agent [47]. Il y'a deux branches à l'immunité 
spécifique : 

L'immunité humorale (médie par des anticorps) repose sur l'action des protéines solubles 
appelées anticorps que l'on trouve dans les fluides corporels et à la membrane 
plasmidique des lymphocytes B. 
L'immunité cellulaire (médie par les cellules) repose sur l'action des lymphocytes T 
particulières qui attaquent directement les cellules infectées par des virus ou des parasites, 
des cellules ou des organes transplantés et des cellules cancéreuses [29]. 

11.6. Le diagnostic 

Le diagnostic est une étape primordiale pour la lutte contre les maladies, seule 
l'identification de l'agent en cause dans une maladie permet de proposer un traitement 
adapté, plus cette étape est précoce plus le traitement sera efficace [37]. 

Le siège du prélèvement est orienté par les signes cliniques présentés pour les analyses 
microbiologiques et/ ou immunologiques et ou moléculaires [ 4 7]. Les prélèvements 
peuvent être réalisés de deux sortes soit : 
Les prélèvements contaminés présentent dans les selles, crachats, le pus des abcès 
ouvertes ... ou bien Les prélèvements non contaminés représentent dans le sang, le liquide 
céphalorachidien, le pus abcès fermés ... La mise en évidence d'un germe dans ces 
prélèvements prouve sa responsabilité dans l'infection observée. [33] 
Les micro-organismes ont été identifiés sur la base de leurs croissances ou de caractères 
biochimiques .Ces critères spécifiques varient selon que le micro-organisme confronte 
par le microbiologiste clinicien (virus, bactérie, champignon, protozoaire). 

Les virus sont identifiés par leurs isolements dans les cellules vivantes par des 
tests sérologiques (anticorps fluorescents, tests ELISA, radio-immuno-essais, 
agglutination de billes de latex et test à la peroxydase). 

Les infections fongiques sont souvent diagnostiquées par examen microscopique 
direct des échantillons. Par exemple la mise en évidence de moisissures se fait en 
mélangeant une partie de l'échantillon avec une goutte de hydroxyde de potassium 10% 
étalé sur une lame en verre, qu'elle est ensuite couverte d'une lame couvre-objet fixée 
légèrement à la flamme et examinée en microscope. 

L'identification des parasites s' effectué par une préparation aqueuse et concentrée 
de selles ou d'urines qui peuvent être ensuite examinées au microscope pour rechercher 
des œufs, des kystes, des larves ou des cellules végétatives. 

Dans le cas d'une infection bactérienne, il faut isoler et faire croitre les bactéries 
avant de pouvoir utiliser les tests diagnostiques qui confirmeront l'identification de 
l'agent pathogène, cette identification est suggérée par l'apparence de bactérie au 
microscope , sa croissance sur des milieux sélectifs différentiels d' enrichissement au 
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caractéristiques et par les propriétés hémolytiques et métapolitiques et de fermentation 
sur différents milieux, ensuite identification par une série des tests biochimiques telles 
que test au rouge de méthyle, test de catalase sur lame ... éte 
La biotechnologie contribue au développement d'essais spécialisées pour le diagnostique, 
les tests utilisés sont standards pour le diagnostic une grande variété d'agents pathogène 
parmi ces tests réaction de polymérisation en chaîne [29]. 

11.7. le traitement 

Les médicaments provenant de la biotechnologie sont utilisés pour traiter les 
maladies infectieuses. Les différents types de ces médicaments actuellement vendus font 
parties des catégories suivantes : 

11.7.1. Le traitement classique 

11.7.1.1. Les antibiotiques: 

Les antibiotiques sont des molécules chimiques naturelles ou de synthèses [ 48]. 
Secrétées comme métabolites secondaires par certains micro-organismes à faible dose 
[3 6]. Elles sont capables de tuer les micro-organismes sensibles (effet bactéricides) ou 
d'inhiber leurs croissances (effet bactériostatiques) [49]. 

Leur mode d'action antibactérien est la destruction de la structure de la cellule 
bactérienne (paroi ou membrane) ou blocage du fonctionnement bactérien par la sécrétion 
des enzymes notamment de ceux responsables de la réplication de l'ADN ou de fonction 
de ribosome c'est le cas de la pénicilline qui inhibe la synthèse de peptidoglycane de la 
paroi bactérienne, (métabolisme inexistant dans les cellules eucaryotes) [36]. 

11.7.1.2. Les antifongiques 

Les antifongiques sont des médicaments utilisés dans le traitement des mycoses 
(infections causés par des champignons microscopiques. 

Deux groupes des antifongiques fonctionnent: un premier groupe inclut les polyénes 
(antibiotique), ces derniers se fixent a l'ergostérol perturbent la membrane ce qui 
entraînant sa perméabilité et mort de la cellule. Un deuxième groupe inclut les azoles et 
les allulamines ces agents synthétiques empêchent spécifiquement la biosynthèse de 
l'ergostérol ce qui leur apporte une large activité antifongiques [ 4 7]. Le produit naturel 
le plus important dans le domaine des antifongiques est l'amphotericine B (produit par la 
fermentation de Streptomyces nodosus), leur action antifongique est liée a la perturbation 
de la structure de la membrane plasmique du champignon aboutissant à une fuite du 
matériel intracellulaire (principalement des ions métalliques) [50]. 

11.7.1.3. Les antiviraux 

Une trentaine d'antiviraux sont aujourd'hui disponible, la plus part d'entres eux 
inhibent l'une des étapes critiques du cycle du virus (pénétration dans la cellule, 
assemblage des composants viraux, libération des nouveaux virus). Les catégories 
d'antiviraux, sont celle des analogues de nucléosides ou de nucléotides : incorporés dans 
les chaines en construction par des enzymes qui copient l' ADN ou l' ARN viral, ils 
bloquent l'activité de ces enzymes et font échouer la réplication du génome 
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viral[ 49].parmi les agents les plus efficace et les plus utilisés pour la chimiothérapie : les 
analogues de nucléosides, le premier composées universellement reconnus dans cette 
catégorie est la zidovudine ou azidothymidine (AZT) qui inhibe la multiplication des 
rétrovirus tel que le VIH (bloque la rétro transcription est la croissance de l' ADN 
proviral ce qui empêche la multiplication du virus) [ 4 7]. 

Il. 7.1.4. les vaccins 

La vaccination est l'administration par voie buccale ou parentérale d'une 
substance antigénique destinée à immuniser activement et durablement un organisme 
contre une maladie déterminée (vaccin préventive, la plus fréquente) [15]. La vaccination 
reste une des armes, les plus efficaces et les moins coûteuses pour combattre les maladies 
microbiennes. [29] 

Un vaccin est une préparation d'anatoxines des micro-organismes inactives ou 
affaiblis, ou de fragments de micro-organismes qui ont la propriété de créer une 
immunité active acquise artificiellement [15]. Actuellement quatre types de vaccin sont 
utilisés: 

•!• Vaccins inactivés: sont des dérivés de l'agent infectieux lui-même tué 
chimiquement ou par la chaleur [ 6]. 

•!• Les vaccins atténués: sont des virus ou des bactéries vivantes est modifiés de 
façon à ce qu'ils ne puissent plus se multiplier dans l'organisme inoculés. Les deux types 
de vaccins fonctionnent En présence des protéines de surface (antigène) aux lymphocytes 
B et T qui sont alors activés pour riposter rapidement si l'organisme est effectivement 
infecté, en détruisant les agents infectieux avant qu'ils ne commettent les dégâts [6]. 

•!• Les vaccins contenants un fragment d'agent pathogène: ils contiennent une 
petite partie d'un micro-organisme (bactérie ou virus) que l'on à sélectionnée pour son 
aptitude à initier une réponse immunitaire spécifique, puis que l'on isole et que l'on 
purifie à titre d'exemple, le vaccin contre l'Haemophilus Influenzae de type B [51]. 

•!• Les anatoxines: sont des toxines inactivées, utilisés pour protéger le corps 
contre les toxines produit par les agents pathogènes joue le rôle de Transformation d'une 
toxine en anatoxine inoffensive sans perte de nombreux déterminants antigéniques ainsi 
les anticorps contre !'anatoxine réagiront bien avec la toxine d'origine [52] . Ce pendant 
ces types de vaccins sont potentiellement dangereux car ils peuvent être contaminés par 
des organismes infectieux [ 4 7]. 

11.7.2. Le traitement moderne des maladies infectieuses (thérapie génique) 

L'apparition des souches résistantes aux antibiotiques et l'absence d'anti
infectieux traditionnels pour lutter efficacement contre de nombreux types d' agent 
pathogène sévères abouti a l'apparition de plusieurs stratégies s'offrent pour le traitement 
de maladies infectieuses et plus particulièrement pour celles qui sont causées par les 
virus. C'est pourquoi une des applications les plus prometteuses de la technologie de 
l 'ADN recombinant et la production du vaccin sous unitaire [ 6]. 

/ 
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11.7.2.1. Vaccin sous unitaire 

Un vaccin sous-unitaire peut contenir uniquement une protéine spécifique d'un 
organisme pathogène. Pour les virus une protéine d'enveloppe hautement immunogène 
qu'est purifie et utiliser pour provoquer une repense immunitaire rapide et élevé. Ce type 
de vaccin est actuellement très répondu car les technologies d' ADN recombinant 
permettent de produire de grandes quantités de protéines immunogènes sans risque de 
repense de l'organisme pathogène [ 4 7]. 

d l.7.2.2. Les vaccins à base d' ADN (ADN vaccin) 

La production des anticorps est la repense du système immunitaire à la 
reconnaissance de protéines ou de grandes molécules portées par des pathogènes. Le 
comp~ant fonctionnel du vaccin introduit dans l'hôte est la protéine qui provoque la 
repense immune. L'introduction d' ADN chez les animaux ne provoque pas des repenses 
immunes contre la molécule d' ADN mais lorsque l' ADN est exprimé pour donner une 
protéine, cette protéine peut stimuler le système immunitaire. C'est la base de la 
vaccination avec l'ADN, qui a été démontré la première fois par Ulmer et al. (1993). Les 
ADN vaccins comporte en générale un plasmide bactérien qui porte un gène codant pour 
l'antigène désiré sous le contrôle d'un promoteur fort reconnu par les cellules hôtes [10]. 

Les avantages de cette méthode sont sa simplicité, son large -champ d'application est la 
facilité de produire de grandes quantités de vaccins. L 'ADN peut être administré par 
l'infection à l'aide de lipo~ôme ou par bombardement de particules [10]. 

La vaccination par l' ADN est très apparentée à la thérapie génique. Tout fois, si le 
but de la thérapie génique est de soulager la maladie, soit en remplaçant un gène perdu 
soit en bloquant l'expression d'un gène à mode d'action dominant, le but de la 
vaccination l 'ADN est de prévenir la maladie en faisant exprimer un antigène qui stimule 
le système immunitaire [10]. 

J 
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Chapitre III La lutte contre les maladies infectieuses par le génie génétique 

La technologie d' ADN recombinant ouvre des perspectives nouvelle de recherches 
et de biotechnologie appliquées, aux processus au cours des quelles des organismes 
vivants sont génétiquement manipulés, pour donner des produits utiles dans la médecine, 
l'agriculture et l'industrie [29]. La biotechnologie offre un grand potentiel de traitement 
de diverses maladies telle que le SIDA, l'hépatite, la grippe aviaire ... etc., par le génie 
génique [ 49]. 

111.1. La thérapie génique 

X La thérapie génique est une nouvelle approche, utilisant les gênes et l'information 
dont ils sont porteurs, pour traiter des maladies causés par des mutations dans l ADN du 
patient lui-même (maladies héréditaires, cancer) ainsi bien que causés par des agents 
infectieuses, cette thérapie est particulièrement intéressante, dans ce cas ces traitements 
présentent un risque (10]. Le principe générale de la thérapie génique consiste a faire 
entrer dans les cellules malades un gène capable de les tues; introduire le bon gène dans 
une cellule qui lira l'information qu'il contient et fabriquera la protéine manquants ou 
diminuera la production d'une protéine néfaste [22] [ 46]. 

Selon le type de cellules que l'on désire modifier, en parlera de génothérapie 
germinale ou somatique : 

•!• La génothérapie germinale : est la modification génétique d'une cellule 
germinale (reproductrice), d'un zygote ou des cellules d'un embryon. La modification 
apportée sera présente dans toutes les cellules du corps et qu'elle sera transmise aux 
descendants. 

•!• La génothérapie somatique: est la modification des cellules différentes 
du corps, elle porte sur un groupe cellulaire particulier dans la pathologie (53]. 

Les techniques de la thérapie génique font appel à un vecteur de transfert de gène, 
(19] outils indispensables pour rendre efficace le transport de gène jusqu'au noyau des 
cellules à traiter [ 17]. 

11.2. Les différentes méthodes de la thérapie géniques 

Plusieurs méthodes peuvent être envisagées en fonction de la pathologie concernée 
et des cellules qui doivent être ciblées par le gène médicament, on peut distinguer trois 
méthodes (ligure 6) : 

La thérapie génique directe in vivo repose sur le transfert · direct du gène 
thérapeutique chez le patient par injection dans la circulation sanguine (17] ; le vecteur 
est alors atteinte spécifiquement les cellules cible. Les vecteurs choisis avec cette 
technique son généralement des adénovirus [17]. Les caractéristiques d'un système idéal 
de distribution in vivo des gènes sont, une efficacité élevée de capturer le gène 
thérapeutique par les cellules cibles, le transport de ce gène dans le noyau de la cellule 
cible avec un minimum de dégradation et l'expression prolongée du gène thérapeutique à 
un niveau qui permet d'atténuer la maladie (17] (2]. 

La thérapie génique in situ consiste à placer directement au sein du tissu cible le 
vecteur de transfert. Cette technique expérimentée, notamment, dans les cas de 
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mucoviscidose (transfert de vecteur dans la trachée et les branches) et de cancer 
(injection dans la tumeur d'un vecteur portant le gène d'une toxine, par exemple) [43). 

Pour faciliter le transfert du gène thérapeutique dans les cellules cibles, la stratégie 
la plus simple est de prélever la cellule à traiter chez le patient et de réaliser ex vivo le 
transfert de gène thérapeutique [17]. Les cellules à traiter sont prélevées chez le patient et 
mis en culture où le vecteur porteur du gène thérapeutique est ajouté, puis les cellules où 
le nouveau gène est bien inséré sont sélectionnés et réintroduites dans 1' organisme du 
patient [7]. Cette méthode est utilisée en particulier pour les cellules sanguines qui sont 
faciles à prélever et à réintroduire. L'utilisation des propres cellules du patient garantit 
l'absence de réponse immunologique défavorable après leur réintroduction. Un gène 
thérapeutique introduit dans les cellules autologues devait être maintenue de façon stable 
et exprimé continuellement [19). Actuellement, pour des maladies humaines, les vecteurs 
divers de rétrovirus de souris sont souvent utilisés, pour introduire des gènes 
thérapeutiques dans les cellules en culture [2]. En revanche, pour de nombreux types 
cellulaires qui ne peuvent être aisément prélevé et manipulés ex vivo (cellule 
pulmonaires, musculaire, ner\reuses ... ), cette approche ne peut être envisagée et le gène 
doit être directement introduit in vivo [ 17]. 

Figure 6: Les différentes méthodes de la thérapie génique [54]. 

1.3. Thérapie génique des maladies infectieuses 

L'absence d' anti-infectieux traditionnelles pour lutter efficacement contre de 
nombreux types d'agents pathogènes sévères, et plus particulièrement le virus 
d'immunodéficience humaine, ainsi que la disponibilité de cible moléculaire unique pour 
ces agents pathogène ont encouragé l'exploration des thérapies géniques pour les 
maladies infectieuses [55]. Cette thérapie moins conventionnelle à pour but de protéger 
un individu contre l'infection virale en modifiant le génome de ces cellules afin de les 
rendre résistantes [56]. 
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111.3.1. La maladie du SIDA 

La maladie du SIDA est une phase exceptionnelle grave est tardive de l'infection 
par le virus de VIH. Il existe deux souches du virus de l'immunodéficience humaine; 
VIH-let VIH-2; la souche VIH-1 est la plus fréquente et la plus virulente. C'est d'ailleurs 
pour cette raison que VIH -1 est la cible des thérapies génique. Mais, VIH-1 et 2 
détruisent certains globules blancs, les lymphocytes T ou CD4, qui constitue la base 
active de l'immunité anti-infectieuse. Cette destruction provoque donc une déficience du 
système immunitaire [43]. 

111.3.1.1. Les stratégies de la thérapie génétique anti-Vffi 

La complexité moléculaire et biologique du VIH-lest cependant difficile de 
prédire quelle stratégie de la thérapie génétique sera la plus efficace. C'est pourquoi le 
développement et l'évaluation parallèle in vitro et in vivo de plusieurs approches 
complémentaires sont essentiels. Il est possible, en outre qu'une seule approche ne puisse 
complètement bloquer la réplication virale et qu'il soit nécessaire d' associer plusieurs 
inhibiteurs génétiques. Plusieurs stratégies sont envisagées pour soigner, ralentir ou 
prévenir le SIDA mais aucune n'a encore abouti à de favorables résultats [57]. 

•!• Premières stratégies : rendre les lymphangites T résistantes 

~ Première approche: surexpressions des interférons 

Une approche potentielle de thérapie génique du SIDA peut consister à une 
reconstitution génétique de ce système naturel de défonce antivirale. Cela peut 
théoriquement être réalisé par un transfert dans les cellules hématopoïétiques des gènes 
codant pour l'IFN (Interfiron) humain [58] qui constitue l'un des plus puissants systèmes 
de défonces développées par la cellule contre les infections virales (59]. Mais en plaçant 
ceux-ci préalable sous le contrôle de séquence régulatrices contenues dans la région L TR 
(long terminale repeat) du génome VIH-1, l'activité promotrice de ces séquences étant 
spécifiquement réglée par la protéine TAT (Transactivateur) du VIH-1, l'infection virale 
devrait réprimer les gènes d'IFN cellulaire et, au contraire induire la synthèse et la 
sécrétion des IFN codés par les gènes transférés cette production d'IFN consécutive à 
l' infection virale devrait aux cellules ayant intégré les gènes transfères et ou cellules 
voisines une résistance à la réplication et la propagation du VIH -1 [58]. 

Les IFN exogène, notamment les IFN a et ~ pouvait efficacement contrôler la 
réplication virale dans différents infection chronique ou aguis après l'administration sous 
cutané d'IFN a, un effet antivirale significatif, chez les patients ayant un nombre élève de 
CD4+ (> 200) et dont le système immunitaire est encore relativement fonctionnelle. 
Cette action antiviral et en revanche inexistante chez les patients à un stade plus avancée 
de la maladie [59] [60]. 

• Interféron a 

L'interféron est une substance secrétée par les cellules lorsqu'elles sont infectées 
par le virus VIH. Elle est produite par génie génétiques et capables d'inhiber la synthèse 
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des protéines virale et leur assemblage. Cette substance inhibe plus ou moins 
efficacement la réplication virale au sein des cellules adjacentes dans les quelles elle 
diffuse [56]. 

• Interféron p 
L' interféron -P est une protéine antivirale à large spectre, suxceptible d' inhiber la 

réplication du VIH à différents stades de son cycle infectieux. 

Bien que le gène de l'IFN -P soit normalement présent dans l' organisme, il 
manque d'efficacité lors de l'infection par le VIH car les gênes de l' IFN ne s' expriment 
pas assez. Cela est du au fait que le VIH contourne en grande partie le mécanisme de 
défense antivirale, qui consiste à stimuler la synthèse des IFN lors qu'il y à infection 

Pour obtenir une résistance à très long terme, il sera nécessaire d'introduire le gène 
de l 'IFN -p, mais directement dans les cellules souches primitives de la moelle osseuse et 
pas dans les lymphocytes, dont dérive l'ensemble des cellules du système immunitaire 
[61]. 

Malgré des conclusions par fois contradictoires en raison de protocoles en nombre 
limité est souvent différent, aucun effet antivirale claire à été associé à l'administration 
de l' IFN p ou y. les IFN constituent donc des molécules antivirales à concédérer avec 
attention, mais dans les conditions optimales d'utilisation sont encore à finaliser. Cela 
d'autant plus que la relation entre les IFN et la pathogénie du SIDA est complexe et reste 
même mal comprise [62]. 

~ Deuxième approche: introduction d'un gène codant pour une 
protéine anti-VIH 

On 1996, une équipe de recherche de !'Howard Hughes médicale de !'Institue 
Annasbor Michigan à étudié des façons d'aider les cellules TCD4 à résister à l'infection 
par le VIH. Sa stratégie est d'infecter les cellules TCD4 avec les gênes nécessaires pour 
fabriquer une protéine anti- VIH appelée Rev MIO expériences faites en laboratoire, on 
montrer que cette protéine peut : 

-empêcher VIH de transformer les cellules en usines à virus, ou bien permettre aux 
cellules TCD4 de remplir leur infection. 

On ne peut pas vraiment dire que la thérapie utilisé constitue un réel succès : en 
effet, le taux de réussite de l'infection des cellules par le gène anti- VIH fut seulement de 
10%. Cela entraîne de trop nombreuses perfusions qui durent trop longtemps, ou les 
cellules protégées sont injectées en trop petit nombre [63]. 

•!• Deuxième stratégie : bloquer le virus HIV 

~ Première approche : inhibition des fonctions régulatrices des 
protéines virales TAT et REV 

Les protéines TAT et REV produites très précocement durant le cycle virale sort 
essentielles à la réplication de VIH-1. la protéine TAT permet l'élongation de la 
transcription des gênes viraux et la protéine REV (Régulateur de ! 'Expression des 
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Virions) favorise le transport des ARN codant pour les protéines structurelles vers le 
cytoplasme [58]. Ces protéines TAT et REV sont des protéines nucléaires organiser en 
domaines biologiques distincts, sont notamment un domaine de localisation nucléaire et 
de fixation aux séquences virales cibles, un domaine de dimérisation (TAT), ou de 
métamérisation (REV) et un domaine de trans activation impliqués dans l'interaction de 
ces protéines avec des protéines cellulaires essentielles à la fonction de TAT et REV [ 64]. 

L'introduction d'un gène anti-TAT dans des cellules lymphocyte TCD4+ infectées 
par le virus à montrer que le virus ne se multipliait plus dans ces cellules. Les chercheurs 
ont également remarqué que le gène anti-TAT permettait de prolonger la vie des 
lymphocytes CD4+. Cette technique de transfert de gène pourrait être utilisée en 
complément de l'administration d'antirétroviraux puissants et efficaces pour diminuer la 
charge virale plasmatique. 
Le gène anti-TAT contribue à maintenir le VIH dans un état de latence dans les cellules 
infectées, mais il offre la possibilité de prolonger la période de latence indéfiniment sans 
avoir recours à un traitement antirétroviral à long terme. Les premiers résultats montrent 
que le gène anti-TAT n'affecte pas les cellules qui ne sont pas infectées et ne provoque 
aucun effet secondaire toxique [65]. 

);;>- Deuxième approche : clivage des ARN viraux (immunisation 
intracellulaire) 

Plusieurs autres stratégies de la thérapie géniques du SIDA dont l'objet d 'une 
intense investigation par nombreuses équipes parmi ces stratégies, certaines présentent 
des avantages particuliers ainsi, les transferts de gênes codants, soit pour des ribozymes 
anti-VIH, soit pour des erreurs TAR (TAT réceptor) et RRE (élément responsif REV) 
sont capables de conférer une résistance cellulaires significatives à l'infection virale [66]. 

• Les ribozymes 

Ce sont des molécules à ARN à activité catalytique capable de détruire et de cliver 
un ARN cible au niveau d'un ARN non codant tel que la région 5'du transcrit viral, soit 
au niveau d'un ARN codant pour le gène GAG ou ENV[67]. 

• Les ARN antisens 

Cette approche consiste à introduire un gène codant pour l' ARN antisens 
(séquences oligonucléotidique) ce gène introduit dans les cellules est un gène viral qui 
fabrique un ARN messager antisens de l' ARNm du virus, l'avantage de cet ARNm 
antisens est qu'il va se combiner en s'hybridant, avec l' ARNm du virus et bloquer sur 
fonctionnement en empêchant de donner naissance aux protéine virales. 

Les ARN antisens les plus étudié sont dirigés contre les gènes TAT, REV et ENV du 
VIH. Pour une répression virale efficace, leur niveau d'expression doit être plus élevé 
[68]. 
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•!• Troisième stratégie ; Piéger le virus 

);:>- Molécule SCD4 soluble 

La molécule CD4 est le récepteur principal du virus à la surface des cellules 
hématopoïétique, une autre voie consiste à éviter le contact virus-cellule CD4 en injectant 
au patient une grande quantité de la protéine CD4 fabriquée par génie génétique. Il à 
donc été imaginé de préparer des molécules CD4 soluble (SCD4), débarrassées de leur 
région d'ancrage cellulaire pour s'en servir de leur destinés à bloquer la fixation du virus 
on espère ainsi empêcher l'accès du virus à la cellule. Il s'est avéré que l'efficacité de 
telles molécules. La durée de vie plasmatique réduite à quelques minutes et sa faible 
efficacité, a conduit que le SCD4 a due être abandonnée [56]. 

•!• Autre stratégie 

);:>- Les anticorps intracellulaire 

Une stratégie plus récente consiste à synthétiser de manière intracellulaire un 
anticorps simple chaîne dirigé contre une protéine virale régulatrice ou structurale semble 
être une voie plus prometteuse, tant en raison de son apparente efficacité antivirale, que 
de la possibilité d'humaniser ces anticorps afin de réduire leur immunigénicité 
potentielle. Il reste néanmoins difficile de comparer l'efficacité et les avantages respectifs 
de cette stratégie par rapport aux autres, chaque laboratoire utilisant des réactifs (isolante 
viraux, cellules ... ) non standardisés. De plus, aucune donnée in vivo n'est actuellement 
disponible pour la majorité de ces approches. C'est pourquoi K.Sanhadji a choisi de 
développer et d'évaluer, en parallèle, dans un même laboratoire, plusieurs stratégies de 
thérapie géniques, l'évaluation dont il ressort que le transfert de gène IFN inductibles par 
TAT est probablement aujourd'hui la voie la plus prometteuse [69]. 

111.3.2. La thérapie génique anti-hépatite C 

Le virus de L'hépatite C compte actuellement parmi les plus importants 
problèmes de santé publique. Il est logique de proposer un traitement de la maladie 
couvre plusieurs éléments : méthodes pour atténuer ou éliminer les symptômes, pour 
ralentir ou inverser les lésions ou pour éliminer le virus. La recherche actuelle porte 
surtouts sur les deux derniers aspects. 

Une part importante de recherche vise la pharmacothérapie existantes .la thérapie à 
l'interféron s'est révélée utile pour un nombre très limité d'infection par le VHC mais 
cette portion semble augmenter lorsque l'interféron est combiné à la ribavirine 
cependant, les graves effets secondaires de ces médicament rendent ces traitements peu 
attrayants. Les rechercheurs sont intéressés à déterminer quelles victimes de l'hépatite C 
sont les plus susceptibles d'en profiter, afin de réduire au minimum l'application des 
thérapies inefficace. La recherche d'un remède pour la maladie à surtouts visé des 
vaccins et des médicaments produits par gène génétiques qui pouvaient « vaincre » le 
virus avant qu'il soit capable de muter suffisamment pour échapper au traitement. 
Récemment on s'est penché sur la thérapie génique antisens [70]. 
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•!• L'approche antisens 

La stratégie antisens vise à moduler sélectivement l'expression des gènes 
cellulaires ou viraux, par action directe sur les acides nucléiques, elle repose sur 
l'utilisation de courts oligonucléotides synthétique (ODN). Capable de s'hybrides 
spécifiquement à une séquence nucléotidique. 

Entendu au sens large, elle englobe l'interférence, les ribozymes et les aptamére, 
c'est-à-dire toutes les approches qui se basent sur la reconnaissance d'une séquence 
nucléotidique pour fonder leur action. Dans le cas du VHC, beaucoup d'alternatives 
thérapeutiques sont actuellement un essai cliniques, il est cependant très probable qui à 
terme, l' apparition de résistance freine leur utilisation. Il est donc important d' explora de 
nouvelle options pour la thérapie VHC, en particulier celles que pouvait s'affranchir des 
résistantes comme les approches de type antisens. Des ODN antisens, des ribozymes, 
aptamére et RNA sont développés. 
On peut distinguer deux catégories d'inhibition: une inhibition avec blocage de la 
traduction et une inhibition avec clivage de l 'ARNm [71]. 

111.3.2.1. Inhibition avec blocage de la traduction 

Une première possibilité serait de bloquer la traduction, soit par fixation d'ODN 
antisens sur l' ARN, soit par blocage des protéines virales ou du transcrit ARN par des 
aptamére. 

•!• Phosphorothioates de dérives 

L'inhibition de la réplication de VHC par des ODN antisens peut en théorie 
éliminer le virus de la cellule puisque son cycle de réplication dépend entièrement de 
l'ARN. Le fait par contre que la réplication du VHC se produise dans le cytoplasme et 
que la RNase-H (ribonucléase reconnaît également les hybrides ADN/ARN et hydrolyse 
spécifiquement les liaisons phosphodiesters de la partie ARN), soit localisée 
majoritairement dans le noyau conduit à envisager une action des antisens non pas via la 
RNase-H mais par blocage stérique de la traduction [71]. 

111.3.2.2. Inhibition avec clivage 

Une autre approche pourrait consister à aller cliver l' ARN du VHC, ce qui rendrait 
impossible la traduction et entraînerait sa dégradation par les nucléases deux possibilités 
sont alors envisageable : les ribozymes et les siRNA [72]. 

• Ribozymes 
Les ribozymes sont des molécules d' ARN qui peuvent se lier à l 'ADN de manière 

antisens spécifiquement à une séquence et qui possèdent des propriétés catalytiques 
permettant le clivage d'ARN. Leurs capacités à catalyser la coupure d'un brin d'ARN 
avec seulement un enchaînement ou encore à catalyser la formation d'une liaison 
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peptidique dans les ribosomes permettant d'envisager leur utilisation comme agents 
thérapeutique [72][73]. 

La plupart des ribozymes développés ciblent les régions 5'UTR et 3'UTR. Des 
séquences reconnues par certains ribozymes étant présentes dans la séquence de la 
protéine de capsides et dans des régions conservées del' ARN brin positif et bien négatif 
pourraient également être envisagées comme cibles pour réduire l' ARN viral. 
En 2001, un ribozyme (Hepatozyme TM- Ribozyme pharma) à été le première anti-VHC 
à terminer une phase II d'essais cliniques. 

111.4. Perspective des nouveau vaccins à ADN 

Les vaccins à ADN restent une source biologique pour la vaccination contre les 
organismes infectieux de prévenir l'apparition et la progression de la maladie. Les 
vaccins à base d'ADN est un titulaire très prometteur comme un outil pour le maintien de 
santé chez les personnes susceptibles d'être à risque ou exposés à des micro-organismes 
pathogènes, et des travaux sont en cours dans les domaines de l'hépatite et VIH-lainsi 
que des infections bactériennes notamment la tuberculose et la méningite. 

111.4.1. Vaccin à ADN anti-VIH 

Une vaccination par des fragments d'ADN nu ou associés à divers vecteurs est 
tentée comme dans d'autres domaines (grippe, hépatite B). Cette approche consiste à 
injecter par voie intramusculaire ou intradermique des fragments d'ADN correspondant à 
une partie seulement des gènes du VIH plutôt que les protéines elles-mêmes. Ceci permet 
de faire fabriquer par l'organisme une protéine virale par les mécanismes cellulaires 
normaux. Ces protéines sont présentées par les molécules HLA de classe I et II et, il en 
résulte des réponses principalement cellulaires et plus accessoirement humorales. 
Plusieurs essais menés chez le singe ont montré que des anticorps neutralisants et des 
cellules lymphocyte T étaient induits sans toutefois permettre une protection constante 
après un challenge par une souche virulente. Chez l'homme, quelques essais ont été 
menés chez des sujets infectés par le VIH montrant l'induction de nouvelles réponses 
immunes [74,75] Plusieurs essais sont en cours ou prévus dans le réseau A VEG qui 
prévoit de tester des constructions env-rev, gag-pol, et à travers le réseau international 
HIVNET. Pour empêcher la maladie et de réduire la transmission [76]. 

111.4.2. Vaccin à ADN contre Mycobacteruim tuberculosis: 

La tuberculose demeure la principale cause de la mort d'un seul agent infectieux, 
et est responsable pour des millions de nouveaux cas par ans. Bien que la plupart des cas 
actifs peuvent être traitées avec chimiothérapie antibactérienne. Ce traitement est trop 
long pour être tolérés par de nombreux patients. À partir des progrès technologiques de la 
génétique permettant d'isoler et de transférer du matériel génétique, ainsi que la 
possibilité de l'inactives, des expériences récentes ont mis en évidence que l'injection par 
voie intramusculaire d'un plasmide codant pour une protéine mycobactérienne (protéine 
de choc thermique hsp65, protéine Ag 85ou antigène de 36 K.Da riche en proline) pouvait 
induire chez la sourie une immunité spécifique cellulaire et humorale de longue durée, 
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l'animal devient par la suite immunisé contre le bacille de la tuberculose ou contre le 
Bacillus Calmette-Guérin (BCG) même si la technique de l'ADN nu offre de nombreux 
avantages par rapport aux procédés habituels de fabrication des vaccins, il demeure 
néanmoins un problème non résolu aujourd'hui, celui de l'intégration possible de l'ADN 
bactérien dans le génome des cellules l'hôte [77]. 

111.4.3. Vaccin à ADN contre hépatite B 

Des études récentes ont montré que les vaccins à ADN contre l'hépatite Best 
préparé par génie génétique : c'est une protéine recombinante obtenue par insertion du 
gène VHB codant pour la protéine enveloppe virale (antigène de surface de l'hépatite B 
ou Ag HBs, ces particules ne contiennent pas d' ADN et sont donc non infectieuses). 
Dans des cellules de levures ou des cellules ovarienne de hamster. Après la vaccination 
d' antigène de surface de l'hépatite B peut être détecté dans le sérum pendant plusieurs 
jours, ce phénomène est connu sous le nom d'antigénémie vaccinale. Ces vaccins à ADN 
fourni une efficacité supérieure à l'excrétion de virus, par rapport à l'ensemble 
correspondant de virus inactivés [78] (figure?). 

Virus (Ag HBs + ADN) 

Enveloppe v id e (Ag HBs) 

Vaccin "' plasma " 
d e p rem ière g é nération 

Clonage du gène d e l'A g HBs 

Expressio* en levure 

Vaccin recombinant " levure ,. 

Figure 7: Le vaccin recombinant anti- hépatite B [79]. 

111.4.4. Vaccin à ADN contre Paludisme 

Une équipe de l'université de Johns Hopkins vient de débuter les essais chez 
l' animale d'un candida vaccin très prometteur qui pourrait ouvrir la voie au contrôle du 
paludisme. Le principe du candida vaccin dont l'expérimentation sur la souris vient de se 
terminer est fondé sur la manipulation d'ADN. C'est celui du parasite responsable de la 
maladie (Paludisme falciparum) qui est traité, pour en diminuer la capacité infectante. Le 
vaccin préparé à partir del' ADN de ce parasite à infectivite réduite est ensuite administré 
à l'individu. Un piqué par le moustique vecteur du paludisme permet de transmet un 
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parasite à l'infectivite diminuée. Les premières essais ont établi une capacité infectante 
réduit de 75% et une concentration parasitaire réduite jusqu'à 97% chez les moustiques 
qui avaient piqué des animaux vaccinés. Les essais vont désormais se poursuivre sur des 
primates mais ce candida vaccin intéresse beaucoup les agences concernées : cette 
technologie à ADN permet, en effet, de réduire les coûts de production et d'obtenir des 
vaccins très« rustique» : il n'est même pas nécessaire de les conserver au frais (80]. 

111.4.5. Vaccin à ADN anti-HPV (Human Papillone Virus) 

Actuellement, de nombreux efforts sont réalisés dans la vaccination 
prophylactique anti- HPV (Human Papillone Virus), l'infection par le virus du papillome 
humaine est la première cause de cancer du col de l'utérus. Et le deuxième cancer 
fréquente chez les femmes. 

Dans les cellules infectées par HPV, les vaccins à ADN ne sont pas réplicants et 
les composants des vaccins sont produits par la cellule hôte. Suite à la production des 
protéines immunogéniques dans les cellules hôtes, les vaccins à ADN produisent une 
réponse clinique. Une étude a porté sur un total de 127 patientes a été démontrer 
l'efficacité d'un vaccin à ADN à différents dosages sur une population de femmes 
atteintes de dysplasie sévère cervicale, CIN2 et 3(Cervical Intraepithelial Neoplasia). Les 
résultats montrent que chez les femmes de moins de 25 ans, le vaccin fait disparaître 67% 
des lésions de CIN2-3 pour le vaccin faiblement dosé, et 72 % des lésions CIN2-3 dans le 
cas d'utilisation du vaccin fortement dosé, avec un traitement chimique à traité seulement 
alors que 23 % des lésions [81]. 
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Conclusion 

D'après l'ensemble des essais par la biotechnologie d' ADN recombinant, on peut 
dire que l'application de cette biotechnologie reste dans une phase de développement. 
Grâce à l'augmentation de nombre des vecteurs, des protéines et le développement des 
techniques. Utilisées dans le génie génétique en le maîtrise de mieux en mieux. 
Aujourd'hui aucune maladie infectieuse n'à été traiter totalement par cette 
biotechnologie, et on peut dire encore que les essais cliniques sur l'homme ne sont qu'un 
début. En effet, la biotechnologie d' ADN recombinant se heurte a différents obstacles 
surtout lorsqu'il s'agit des maladies infectieuses d'origines virales et leur application sur 
l'être humain. 

Après une première période ou la biotechnologie d' ADN recombinant apparaît 
comme un médicament miracle, une seconde s'est mise en place avec un engouement 
beaucoup moins important. En effet, il s'agit de développer une nouvelle pharmacologie 
et une nouvelle méthode thérapeutique sans exposés à des effets indésirable mais aussi 
d'avenir des résultats concrets. L'espoir veut que la thérapie génique par cette 
biotechnologie prenne sa place parmi les autres médicaments et le plus probablement, 
sans forme. La thérapie génique qui semble assi intéressant, elle consiste à la 
combinaison d'une biotechnologie et d'un traitement médicale ou chirurgicale classique. 
En effet, les différents essais cliniques on permis de voir ce qu'il est possible de 
développement de mettre en place. 

La biotechnologie est un ensemble très complexe. On pense qu'il est nécessaire de 
laisser à la recherche. Le temps de perfectionner à cette biotechnologie, qu'aura un avenir 
promoteur et réservé pour les éventements prochaines. 
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Thème: Application de la technologie de /'ADN recombinant dans la lutte contre les 
maladies infectieuses. 

Résumé 

Le traitement classique des maladies infectieuses qui consiste à l'utilisation des 
différents types d'antibiotique et de vaccin n'est pas utile pour toutes les maladies 
infectieuses. Ce qui pousse à la recherche d'autres types thérapeutiques plus efficaces. La 
découverte de la biotechnologie d' ADN recombinant est considéré comme une méthode 
moderne pour traiter ces maladies, cette biotechnologie est basée sur l'introduction d'un 
vecteur contenant le gène thérapeutique dans les cellules infectées. Soit de façon directe ou 
indirecte par l'expression du gène in vitro et le produit recombinant, sera utilisé comme 
traitemçmt. Malgré le progrès et les succès réalisés par cette technique mais elle comprit 
les butes désirés, à cause des complications sanitaire. Alors, en peut dire que jusqu'à 
aujourd'hui l'application de cette biotechnologie reste dans .une tape des essais et les 
recherches successifs. Mais elle constitue un espoir dans un avenir proche. 

Mots clés : biotechnologie, ADN recombinant, vecteur, maladies infectieuses, vaccin, gène. 

Abstract 

The traditional treatment of the infectious diseases which consists with the use of 
the various types of antibiotic and of vaccine is not useful for all the infectious diseases. 
What ·pushes in the search of other therapeutic types more effective. The discovery of the 
biotechnology of recombining DNA is considered like a modem method to treat these 
diseases, this biotechnology is based on the infected introduction of a vector containing 
gene therapeutic into the cells. May be in way direct or indirect by the form of in vitro gene 
and the recombining product, will be used as treatment in spite of progress and the 
successes carried out by this technique but it included/understood butts them desired, 
because of the complications medical. Then, can about it say that until today the 
application ofthis biotechnology remains in a slap of the tests and research successive. But 
it constitutes a hope in the near future. 

Key words: biotechnology, recombining DNA, vector, infectious diseases, vaccine, gene 
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