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Introduction

Les connaissances sur la génétique et la génomique ont progressés de fagon
exponentielle apres la découverte en 1953 de la structure en double hélice de I’ADN par
Watson et Crick. En 1973, les scientifiques commengaient :ja a déchefrer les codes
spécifiques mettaient au points des procédés pour fractionner les molécules d’ADN et
commengaient a insérer des géne dans de I’ADN bactérien. Cela marquait le début de
1 zemodernedu_ e _ A
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 ~3nes qui n’aurait jamais pu se faire naturelle, cette technologie dite de
« I’ADN recombinant » a maintenant une profonde influence sur le ¢ eloppement de
notre vie de tous les jours, au travers de multiples application liées a la médecine, tout
pour le diagnostic de certains maladies humaines que pour traitement. Comme ces
applications sont devenues au cours des années trés nombreuses, il n’est pas question ici
d’en dresser un inventaire mais plutot de les illustrer a 1’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 pathogeéne ; une maladie infecticuse se déclaire
lorsque une infection produit un changement quel conque qui altere 1’état normale de la
santé, par 1’incapacité d’une partie ou de la totalité de 1’organisme a s’adapter ou a
remplir normalement ¢ fonctions.

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

Ala 1du ") siécle, on a cru a I’idée que la combinaison des vaccins et des

antibiotiques allait réduire le probleme des maladies morte e, a fait s’orienter vers un
nouveau mode thérapeutique, qui a permet de manipuler le géne médicament in vitro et
peut servir a élaborer de nouvelle voie de production de petite molécule pour de
nombreux pathogene, la prévention est trés préférable a un traitement et les vaccins sont
donc tres 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
I’ADN recombinant dans différentes affections.

































Chapitre 1 La technique de ’ADN recombinant

1.4.2. L'introduction du vecteur recombiné dans les cellules

Les scientifiques utilisent la technologie de I'ADN recombinant pour construire et
répliquer des molécules d'ADN recombinant afin de faire des copies clonées de
séquences spéc...que. _a réplication se déroule aprés le trans..rt des molécules
recombinantes dans les cellules hétes [14].

1.4.2.1. L'introduction dans une cellule procaryote

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

1.4.2.2. L'introduction dans une cellule eucaryote

Dans le cas des cellules de mammiferes, I'ion Ca" permet aussi l'introduction
passive d'ADN, sous forme de coprécipité laissé en contact avec les cellules-hotes.

Chez les eucaryotes, les virus utilisés comme vecteur peuvent étre infecté la cellule cible
et intégrer une copie d'ARN de leur génome dans le chromosome de 1'héte tel que les
rétrovirus. Il y a aussi les adénovirus qui peuvent transférer des génes dans les cellules
anim 3s. Par exemple les baculovirus recombinants vont, quand a eux, infecter les
cellules d'insecte et permettre la production de nombreuses protéines [30,16]. 1l existe
aussi des techniques de micro-injection de I'ADN a l'intérieur de grosses cellules comme
ovocytes a 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 a recombiner,
ce qui suffit a faire pénétrer celui-ci [16].

Apres pénétration dans les cellules en cas d'hote bactérien, le segment d'ADN reste sous
forme de plasmide. Dans le cas des cellules animales I'A 1 pénétre dans le noyau, il se
recombine avec les chromosomes [16].

1.4.3. La sélection des cellules transformées

Au cours ¢ ; 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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_..apitre I1 Les maladies ectieuses

3 es maladies virales

Les virus sont les plus petits agents infectieux ont une taille varie de 20-200 nm
[39]. 1IIs 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-a-dire qu’ils dépendent totalement
de leurs cellules hote pour se reproduire [15]. Pour cette raison, sont capables de
provoquer des maladies telles que la grippe, la rougeole, SIDA, I’hépatite... [40].
[ ]
vir : - -
I’intérieur de cette cellule, ils utilisent leur propre acide nucléique et les ressources de la
cellule hote pour créer un nouvel acide nucléique et des protéines virales, ces composants
se rassemblent en particules virales suplimentaire qui sont libérées a I’intérieur de la
cellule héte pour aller infecter d’autres cellules [41].

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

* “
.0. Y AR

Le mot SIDA est un sigle qui signifie Syndrome Immunodéficience Acquise Cette
maladie est provoquée par le Virus de I'Immunodéficience Humaine (VIH), caractérisé
par une déficience du systéme immunitaire qui facilité les infections par divers micro-
organismes (bactéries, champignons, parasites) et 1’apparition de Certains cancers -
maladies dites «opportunistes»- car elles atteignent peu les sujets dont I’immunité est
normale. Le sida est aujourd’hui considéré comme une pandémie ayant fait selon I’ONU
SIDA et I’OMS environ 25 millions de morts depuis 1981 jus 1’au janvier 2006.

e Mode d’action du virus VIH

Le VIH pénétre dans I’organisme, par voie sexuelle ou sanguine. A sa surface, les
protéines virales reconnaissent les récepteurs CD4+ et CD8+ des lvmphocytes T et s’y
fixent. Le virus fusionne alors sa membrane avec celle de 1ce :cit : afin de faire
entrer son matériel génétique et ses enzymes et Intégré son génome ou génome de la
cellule hote. 11 utilise la machinerie cellulaire de son hote pour fabriquer de nouveaux
virions .Ces nouveaux virus sont ainsi libérés dans 1’organisme et peuvent infecter
d’autres cellules (figure 5) [42].
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Les maladies infectieuses

I1.7.2.1. Vaccin sous unitaire

Un vaccin sous-unitaire peut contenir uniquement une protéine spécifique d’un
organisme pathogéne. Pour les virus une protéine d’enveloppe hautement immunogéne
« est purifie et utiliser pour provoquer une repense immunitaire rapide et élevé. Ce type
de vaccin est actuellement trés répondu car les technologies d’4..N recombinant
permettent de produire de grandes quantités de protéines immunogeénes sans risque de
repense de I’organisme pathogéne [47].

.7.2.2. Les vaccins a base d’ADN (ADN vaccin)

La production des anticorps est la repense du systtme immunitaire a la
reconnaissance de protéines ou de grandes molécules portées par des pathogénes. Le
com nt fonctionnel du vaccin introduit dans I’hdte est la protéine qui provoque la
repe ~ immune. L’introduction d’ADN chez les animaux ne provoque pas des repenses
immunes contre la molécule d’ADN mais lorsque I’ADN est exprimé pour donner une
pre..ine, cette protéine peut stimuler le systtme immunitaire. C’est la base de la
vaccination avec I’ADN, qui a été démontré la premiére fois par Ulmer et al. (1993). Les
ADN vaccins comporte en générale un plasmide bactérien qui porte un géne codant pour
I’antigéne désiré sous le contrdle d’un promoteur fort reconnu par :s cellules hotes [10].

Les avantages de cette méthode sont sa simplicité, son large champ d’application est la
facilit¢ de produire de ~~andes quantités de vaccins. L’ADN peut étre administré par
I’infection a I’aide de liposome ou par bombardement de particules [10].

La vaccination par I’ADN est trés apparentée a la thérapie génique. Tout fois, si le
but de la thérapie génique est de soulager la maladie, soit en remplagant un géne perdu
soit en bloquant I’expression d’un géne a mode d’action dominant, le but de la
vaccination ’ADN est de prévenir la maladie en faisant exprimer un antigéne qui stimule
le systéme immunitaire [10].
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Chapitre IT1 La lutte contre les maladies infectieuses par le génie pénétique

¢ L’approche antisens

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

Entendu au sens la=~=, elle er~'obe I’interférence, les ribozymes et les aptamére,
c'est-a-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

( sont tuellement essai ¢ ‘qu ;, il est cependant trés probable qui a
terme, ’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 ’ARNm [71].

I11.3.2.1. Inhibition avec blocage de la traduction

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

*» Phosphoro ioates 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 entiérement de
I’ARN. Le fait par contre que la réplication du VHC se produise dans le cytoplasme et
que la RNase-H (ribonucléase reconnait également les hybrides ADN/ARN et hydrolyse
spécifiquement les liaisons phosphodiesters de la partie ARN), soit localisée
majoritairement dans le noyau conduit a envisager une action des antisens non pas via la
RNase-H mais par blocage stérique de la traduction [71].

I11.3.2.2. Inhibition avec clivage

Une autre approche pourrait consister a aller cliver I’ARN du VHC, ce qui rendrait
impossible la traduction et entrainerait sa dégradation par les nucléases deux possibilités
sont alors envisage le : les ribozymes et les siRNA [72].

e libozymes
L S N 1 d’ARN 1] 1ventsel I’ADN de maniére
antisens spécifiquement a une séquence et qui possédent des propriétés catalytiques
permettant : « ivage d’ARN. Leurs capacités a catalyser la coupure d’un brin d’ARN
avec seulement un enchainement ou encore a catalyser la formation d’une liaison
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Choanitea TTT La lutte ~~~*re les maladies infectieuses par le pénie pénétique

parasite a 1’infectivite diminuée. Les premicres essais ont établi une capacité infectante
réduit de 75% et une concentration parasitaire réduite jusqu’a 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 8 ADN permet, en effet, de réduire les colits de production et d’obtenir des
vaccins tres « rustique » : il n’est méme pas nécessaire de les conserver au frais [80].

1114 = Vaq ADN HPV (H 1 .1

=

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

Dans les cellules infectées par HPV, les vaccins a ADN ne sont pas réplicants et
les composants des vaccins sont produits par la cellule hote. Suite & la production des
protéines immunogéniques dans les cellules hoétes, les vaccins 8 ADN produisent une
réponse clinique. Une étude a porté sur un total de 127 patientes a été démontrer
I’efficacité d’un vaccin & ADN a différents dosages sur une population de femmes
atteintes de dysplasie sévére cervicale, CIN2 et 3(Cervical Intraepithelial Neoplasia). Les
résultats montrent que chez les femmes de moins de 25 ans, le vaccin fait disparaitre 67%
des 1ésions de CIN2-3 pour le vaccin faiblement dosé, et 72 % des 1ésions CIN2-3 dans le
cas d’utilisation du vaccin fortement dosé, avec un traitement chimique a traité seuiement
alors que 23 % des 1ésions [81].
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