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introduction :

«S1 on considére le but d'un médicament comme la restitution dune fonction

particulierement du corps. algrs 'ADN doit lre tem: comme le médicament absolu ».

(1

L absence ou la structure défectuense d'un géne nent modifier la composifion des
protéines produites par la cellule, provoguant ainsi certaines maladies héréditaires
(mucoviscidose, myopathie) ainsi que d’autres maladies (cancer). Ces maladies
pourraient étre combattues en insérant un gene fonctionnel dans la cellule malade
pour compenser le géne absent an défecienx ov potr angmenter la production de la

protéine.

La thérapie génique est une approche de traitement ou de prévention des maladies qui

utilise les genes comme médicament,

Le principe de la thérapie génique repose sur la possibilité d*introduire dans le noyau
d'une cellule cible une proportion d’ADN, qui contréle [a fabrication d’une protéine,
afin d’induire un effet thérapeutique./A la différence d’un médicament qui agit sur
activité dos protéines, ot sur les fonctions cellulaires, Ia thérapic géniquc chorche &

intervenir plus en amont, 4 Ja source méme des dysfonctionnements. (2)

La f thalassémie représente I"une des maladiss fraitée par thérapie génigue ; ¢’est une
forme d’anémie héréditaire qui touche chague année 200,000 enfants & la naissance.
Des transplantafions de cellules souches ont déja été couronnées de siiccés, mais le

manque de donneurs compatibles est un vrai frein a son expansion (3)

Dans notre travail, nous avons essayées de présenter un véritable espoir pour les
malades qui ne peuveni pas avoir accés & une greffe de moeile osseuse:« LE
TRAITEMENT DE BETA THALASSEMIE PAR LA THERAPIE GENIQUE, »

Nous avons aborde cn premicr licu des généralitds sur los tochaigues ot Ios cutils de'fa
thérapie génigue. ensuite nous avons expliqué au’est- ce gu’une beta thalassémie. en
fin, nous nous semmes intéressées a ['apport de la thérapie génique pour cetie

maladie.
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Historigue :

L’idée de I'ere des « génes utilisés comme sonde », donc comime sutils de précision
remanier des génes et de les réintroduire en tant que fonction dans un organisme avait
déja avait té postulée au début de I'ére de génie génétigue dans les années 60 et 70,

mais il était encore impossible 3 la réaliser & cette époque.

Les annces 80 marquent une période ou l'ensemble des génes humains (le génome)
furent explorés et répertoriés grice  la génomique, science étudiani le géne - c'est le
début de la Thérapie Génique. Le médecin Américain Martin Cline réalise Ja premiére
expérience de Thérapie Génique, Aux Etats-Unis

En 1986, le péne de la myopathie de Duchenne sur le chromosome X par Jo

généticicn amdéricain Anthony Monaco a été identifié.
En 1990, On célébra le premier succés partiel de la thérapie génique chez une fillette
de 4 ans atieinte de déficit immunitaire en ADA (adénosine désaminase), par I'équipe

du Professeur Miichaei Blaese a Bethesda aux Elais-Unis,

Fin 1999 début 2000, Les premiers essais cliniques sont réalisés & 'Hopital Necker
par I'équipe d’ Alain Fischer sur des enfants atieints de déficience immunitaire sévéres
“enfants-bulles". Sur les 10 essais cliniques réalisés, 9 ont réussis et aujourd'hui. les
enfants ont une vie normale. Cependant ces essais cliniques ne seront pas appliqués

comme protocoles car 1l y a eu des effets secondaires importants tels que des cancers,

En 2006, aprés obtention de I"autorisation des autorités sanitaires francaises
(AFSSAP), un essai clinique de phase I pour une grave maladie du sang « bata

thalassémie » a ét¢ réalisée sous Ia direction scientifique de Pr Leboulch.

En 2008, Des chercheurs des Royaume-Unis annoncent une amélioration de 1z vue
chez des patients atteints d’une maladie des yeux héréditaire rare, la maladie de

Leber, qu ont suivi une thérapie genigue.

2009, Succes en Thérapie Génique, une équipe de IInserm mené par Nathalie Cardier
et Patrick Aubourg, réalise une thérapie génique sur deux enfants atteint
d'Adrénolsucodystrophie, maladie lige au chromosome X affectant le cerveau. Cela
fait deux ans que le traitement a débuté et aucun effet secondaire n'est apparu et la

destruction du cerveau s'est arrété.
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En 2010 : PAFSSAP a auterisé inclusion &' un nouveaux patient thalassémigne, il a

poursuite de ’essal.

Dans une phase plus mature, moins mediatisée, plus réfléchie, plus consciente des
nombreuses années nécessaires pour que cette idée s’inscrive dans une routine
thérapeutique. de nombreuses équipes internationales continuent a trayailler pour faire
de la thérapie génmique un outll supplémentaire & la panoplie des traitements

hospitaliers.
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Chapitre [ - Le point sur la thérapie génique

I-1Définition de la thérapie génique ;
La thérapie génique est une nouvelle approche. Elle consiste & intraduire do matériel

genétique dans une cellule, dite «cible» (fig 01). Pour compenser I'action de génes

fonctionnant anormalement, (Richard, M .2001) Ceci se fait en plusieurs étapes -
-insertion d’un gene dans un vecteur.

~mise o contact du veulow ef de lu vellule d wodifics. [T].

1-2- Le principe de la thérapie géniqne :

Le principe de la thérapie génique repose done sur la modification du matériel génétigue
d'un sujet. Celui-ci cst supposé étre en mesure d’agit au niveau de la cellule & modifier. Clest
au ceeur de celle-ci que se déroulent les mécanismes de transcription et de production des
protéines régulatrices. D* ol I'idée d’utiliser un vecteur de transfert permettant insertion de
géne reCombinant dans la cellule | soii In vivo (ijection dais Je sysiéme sanguin), soit in siiu
(imsertion directement au niveau du tissu ou de la cellule cible). 1l existe méme des possibilités
de travailler direciement en ex vivo, dans ce cas, on extrait des cellules (le plus souvent des
cellules sanguines) pour les manipuler au laboratoire, puis celles-ci sont réinjectée au patient.

(fig 02) (%)
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Chapitre 1 : Le point sur la thévgpie géwique
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Figure 01 : ['introduction du matériel génétique dans la cellule cible. |8]
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Figure 02 : les éiapes de la thérapie génigue. [10]
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Chapitre I+ Le pomit sur la thérapie génigue

s ——————————————— == .= = ———— =

I-3 -Les différentes catégories de la thérapie génique :

Selon les types de cellule affectée, on peut classer la thérapie géniqué en deux grandes
catégories : thérapie de la lignée germinale et la thérapie de la lignée somatique.( Jean, Marie.

Wemer. Muler-Esterl .2007)
I-3-1-La thérapie génique germinale :

Therapie génique germinale consiste 2 modifier toutes Jes cellules de "organisme, y
compris celles qui dounent naissance aux gameétes. Par conséquent, ce type de fhérapie
génique affecie non seulement te paitent, mais galement ses descendants. Le but est alors
d’éliminer un manvais géne o un &tre et de toute sa descendance Ne cette méthode a &8
réalisé sur les souris imiquement (pour "homme ce protocole esten étude). 11 consiste 4 retirer
d’une souris pleine, un embryon & un stade précoce du développement (blastocyie) qui
présente le génotype déficient et a lui injecté des cellules transgéniques contenant "alléle de
type « sanvage » Ces cellnles forment alors des parfies de nomhbren tissu de organisme Y
compris souvent de la lignée germinale qui donnera paissance aux gonades. Le géne pourra
gnsuite &tre transmis a toute ou une partie de descendance, selon la taille du clone des celiules

transgéniques présentes dans la zone germinale.[11]
[-3-2- La thérapie génique somatique ;

L approche consiste 4 essayer de corriger un phénotype de maladie en traitant quelgque
cellule somatique chez la personne atteinte. Actuellement, il n’est pas possible de rendre un
organisme entiérement transgénique. Cette technique §'applique donc aux maladics domt le
phénotype est db 4 des genes exprimés de fagon prédominante dans un tissu. Dans ce cag, il
n'est probablement pas nécessaire que toutes les cellules de ce tissu deviennent
transgéniques. une fraction de ces cellules rendues transgéniques pourra atténuer les

sympiomes de ia maladie. [12]

La technique consiste 4 prélever des cellules d’un malade présemant le génotype déficient et
& rendie ces cellules transgéniques, grace & I'introduction de copie du géne cloné de type
sauvage, les cellules transgéniques sont ensuite réintroduites dans le corps du malade et la
fonetion rormale du géne s’y exerce. La thérapie de la lignée somatique est la seule

actuellement envisageée pour les étres humains. [13]

LT}
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Chapitre 1 - Le poini sur la thérapie génigue
I-4-Les outils de Ia thérapie génique:

Les cellules, protegees par leur membrane lipidique, sont imperméables 4 FADN, Cest
pour cela que nombreuses méthodes ont été mise en place pour introduire un gene dans une

cellule. (J Etierme, E .clauser, C. Housset.2007)

Chaque tentative de transferi de géne est unique, car une étude expérimentale entiérement
originale doif étre congue et mise en euvre pour chaque triade géne-vecteur-cellule cible, 11

wut d'abord localiser le géne thérapeutique, qui contrera les effets du géne malade.[13]

Bd-I-Localisation do géoe thérapeuiique :
Pour I'instant on saif juste de queiie protéine on a besoin. Dabord, idenlifions fes 10
premiers acides aminds qui forment cette protéine Avec les premiers AA qu’on a retrouveés. on

peut facilement trouvar lon dix coduny correspondants grace 4 1a wbile des Gl geneline

Maintenant que I'on a les trente premiers nucléotides de notre géne : il faut les trouver dans
le génome de notre organisme donneur, mais retrouver un géne dans tous les chromosomes

d"une cellule n’est pas évident. (Jack, Pasternsk 2004)

Alors, on va synthétiser leur trente bases complémentaires, on les assemblan! dans le bon
ordre est pour cela, on va utiliser une sonde (ou des sondes) puisqui v a plusieurs codons
nossible pour former la méme protéine) dite « chaud » car on va la rendre radioactif nour

pouvoir la retrouver (utiliser le principe de complémentarité),

Le seul probléme est que I'on ne trouve "ARN,, de notre géne que quand il est transcrit, ce
qui, chez les organismes supérieurs, n’est le cas que pour quelques cellules, et seulcment

quand I"organisme a besoin.

Donec. on va metire en culture de cellules qui produisent natureliement notre protéine et le
forcer a produire la protéine en simulent une demande de "organisme. Ensuite, on lyse les
cellules (apres la transcription et avant la traduction) ef on ajoute notre sonde radicactis qut va
fixer sur 'ARN;, (Plus Iz sonde est grande. moins de chance pour se tromper). II nous reste
qu’a faire une électrophorése de ["ensemble et passer le résultat sur "autoradiographie ; pour

retrouver I'’ARN,,, recherché.
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Chapiire [ : Le point sur la thérapie génique
s __—>=._... . .,] ... .
Enfin ef avec 'enzyme transcriptase inverse on peut produire I’ADN de notre géne.

Pour éviter toute disparition impromptue, il faut mieux faire des copies de ce géne. Et ce &

I"aide du fort pouvoir de multiplication qu*a la bactérie. [14]

:-..' W, Protéine
j = . . 7% Séquencage des AA consne \
ADN e = ARNm| > -1::? QUENGABE OES AR Synthése de I"ADN
= ‘ ! : l
-— _J' ’ .
— —— =]
. |
. ca. OO
Géene souhaité s
il

Figure 03: localisation de géne thérapeutique. [14]
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Chapiire 1 : Le point surla thérapie génique

“

I-4-2- mode d’administration :

Pour mener le vecteur thérapeutique jusqu’aux cellules cibles de 1 organisme, il existe trois

grand moyens d’administrer les vecteurs : [15]

[-4-2-1-La thérapie génique ex vivo: le principe de cette méthode est de prélever les cellules
cible du patient, les mettre en culture dans un laboratoire, les modifier génétiquement et les

réinjectées au méme patient.

Les modeles cellulaires les plus concemées par ce type de stratégie sont les cellules
hématopoietiques (cellules de moelle osseuse) cette stratégie permet d*éviter la nocivité de la

Téponse immuns du patient.

I-4-2-2-La thérapie génique in situ: consisic a placer le vecteur directement dans ie tissu
touché. Ce processus est employé pour traiter la mucoviscidose (fibrose kystine) (par infusion
directe du veoteur dans les branches es poumons), détruire les tumeurs (exp: cancer du

cerveau) el traiter |a dystrophie musculaire.

1-4-2-3-La thérapie génique in vivo: consiste en |'injection d’un vecteur dans le courant
sanguin. Celui-ci peut trouver et insérer de nouveaux génes uniquement dans les cellules pour
iesquelles i a éié spéeialement congu, Bien qu’ll dexisie actuellemeni aucun raiicment iu
viviy disponible. une percée dans ¢s domaine rendra cette thérapie génigne forte attrayante (fig

15). [09]
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Chapitre I Le pomt sur la thérapie génigue
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Figure 04 : Les modes d'administration du géne thérapewtique. [16]
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Chapiire I : Le poini sur la thérapie génigue
“L

1-4-2-les vecteurs :

Un vecteur est simplement un « transporteur » de matériel génétique. [ permet la
pénétration ¢i 1intégration de niouveaux génes dans le génome de la eellule cible. Les vecteur
doivent &tre administrés a des types de celtules cible particuliéres. Iis doivent bien entendu
ctre modifi€s pour quil n’existe aucun risque pathogéne direct ou indirect et pour qu'ils ne

puissent pas se reproduire dang les cellules humaines, [05]
Les vecteurs utilisés en thérapie géaique peuvent Stie repartis-en
1-4-2-1- vectenrs viraux :

Les virus sont composés de matériel génétique (ADN ou ARN) entouré d’une couchs

protectrice formée de protéines et parfois d’autre type de molécules également. [5]

Figare 83 : Virue [17]

Ils constituent d'excellents vecteurs e. ils peuvent insérer leur propre matériel génétique dans
Tes eellules humaines et en terme de longues période d’évoluation, ils ont acauis la capacité

d*éviter d°étre détruits par le systéme immumitaire humain. (18)

I-4-3-1-1-La construction d’un vecteur viral :

]

Pour pidgiez le virus, les svisutifiques gardent la couche viral sxtérienre, mais modifisnt Io
matérie| génétique interne, ils enlévent les génes délétéres et les remplacent par des génes
thérapeutique. Maintenant, le virus nest plus pathogéne (il ne peut plus nuire a la cellule qu’il
infecte) et incapable de se reproduire. [11]
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Pour construire un vecteur viral contenant un géne thérapeutigue, les chercheurs vont

demander & des cellules de le fabriquer 4 partir de bouts & ADN (plasmides). [1]
~Trouver et construire les bons plasmides :

Les plasmides utilisés pour la construction d'un veecteur viral contenant un géne
thérapentique sont des bouts d"ADN double brins qui renferment des informations génétiques
précises, les unes ne concernent que le vecteur, les autres le géne- medicament. Ainsi, pour
produire un vacteur de type AAV {adeno associated virus), il faut trois plasmides différents,
L’un contient les génes nécessaires & la production de I'enveloppe (capside) du virus, Le
deuxiéme contienl les génes qui servent a la multiplication (réplication) du virus. Le
troisieme port le géne therapeutique. Pour un vecteur de type HIV, il faudra 4 plasmides. Dans
tous les cas, le virus obtenu ne ra pas un virus « normal » puisqu’il sera dépourva de ses

elements nuisible a la sante,

Aujourd hui, pour pbtenir les plasmides ani donnerant Ie vectenr 11 suffif ayx chercheurs de
de s"adresse 4 des sociétés spécialisées dans leur production. En revanche, dans le catalogue
des plasmides, il leur faut choisir ceux qui donneront naissance au vecteur qui ne sera
fonctionne! que dans un type de cellules données. Par exemple, si I"objectif des chercheurs est

de soigner tes muscles, il s"agira que le vecteur nie s"exprime Gue dans les cellules musculaires

et soit totalement « silencieux » dans tout le reste de 1"organisme,

Pour obtenir le plasmide portenr du géne thérapeutique, I’opération est un peu plus complexe.

Dans un premier temps, les chercheur préiévent ie géne-médicament dans de I'ADN de
cellulés. Ensuite, ils doivent I'introduire dans « une cassette d’expression ». Derriére ce terme.

se cache encore un plasmide qui est pourvy de toufes les informations génétiques qui
permetiront a la cellule qui recevra le géne thérapeutique de transcrire celui-ci. La encore. pas
question que le géne s’exprime n’importe ot dans I’organisme, la cassette d’exprime est dong

spécifique d’un type cellulaire.

En pratique, pour construire ce plasmide contenant le géne-médicament, les chercheurs
commencent par couper, 4 un endroit précis, ies casseties d’expression grice & des enzymes

qui sont des sortes de protéines « ciseaux ». ils ajoutent ensuite le géne thérapeutique st
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d’autres enzymes qui cefte fois servent de « colle » et permsttent an géne de se lier aux

cassette d expression. (fig 06)
-Trier et conserver les plasmides

Afin de conserver les différents plasmides ceux chargés de produire le vecteur ef ceux
porteurs du géne thérapeu.tique, les chercheurs vont les introduire dans des bactéries. Chaque
plasmude aura sa propre culfure bactérienne, Cependant, comme souvent en matiére de
production de matériel biologique, les réactions ne fonctionnent pas & 100% .ainsi, au cdte des
plasmide, il subsiste des cassettes d’expression et des genes thérapeutiques, des cassettes qui
se sont «refermées » sans le géne, des génes mal placés... autant de déchets dont les

chercheurs vont devoir se débarrasser.

Pour effectuet ¢g i, les hactéries qni sant censées avnir wivgmirgité w ey plasmides sont min

en culture avec un anfibiotique qui ne détruira que ceiles qui ne sont pas « proteége » par les

plasmides, Grace 4 ce procédé, les chercheur repére les « honnes » hactéries am sont celles:

qui ont proliferé. Ils premnent alors ces bactéries renferment les plasmides et les font se
multiplier, toujours en présence d’antibiotique car pour survivre 4 celai-ci la bactérie doit
impérativement garder les plasmides. Lorsqu’ime quantité suffisante est obtenue, les bactéries
peuvent &tre congeldes ou utilisées immeédiatement pour produire le vecteur porteur du gene

médicament. (fig 07)

-Obtenir les vectenrs viraux contenant le géne thérapeutique

Pour obtemir les vecteurs viraux contenant lo géne thérapeutique, les chercheurs servent
cellules dont la machinerie va transerire et traduire les plasmides au méme titre que ses
propres. genes.

Dans un premier temps, les bacicries sont lysées afin de libérer les différents plasmides. Les
uns sont chargés de donner naissance au vecteur, les autres sont portewr des génes
thérapeutiques. Tous ensembles, ils sont mis en contact avec des celhules avec lesquelies ils
vont peneiter. Les cellules ainsi transfectées vont ensuite fabniguer les vecteurs viraux

contenant les génes thérapeutiques. (fig 08)

Aprés leur libération des cellules, les vectenrs seront filtrée, purifids, stérilisés, afin d’obtenir

une solution ne contenant que des vecteurs renfermant le géne-médicament.

10


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

—1 ™= ==

— w— —

Chapitre [ : Le point sur la thévapie génigue

™ .
Erime . I-, - ,-] I .f * e
VLM KT "'ﬁ.* | . | p’ -
Lls?u-"\“u-l. - '-_ = 5 o 5 _ vy
il evpresuaion (,: ]-) o ﬁ LU e ity o i
- - oy
Eaat i Tadl=T
. M - | s ¥ —
Frestitis : =
o P pre it Iilctr_ - <
e . —
— - Fe ppowe thes paemesa e

st it & LA s iseaite
B L R

Figure 06 : la liaison de géne thérapeutique avee-la cassetle d'expression. [19]

—ai i -

ISR — | 3
pphE

Bm,_‘rc'ru". HlaYiAnls]
{:? Bacvdrie @ Plasmide dn gimo thémpenfigue

Arnrifcainen

O Plaoudes duveciew

Figure 07 : conservation des plasmides.[[9]

= s
‘ “u

‘@_ """’ ot
it

L L Cellules g worn

4 | F » frbzagues [es vegeugs
"'é ' vapeanl beigéne
e " WPt e

L ilbsdmntivm

e plasitiides,

Sefugson ve
renlemnnt ge Tos
seviears OolEeaut e
eyt thémpentidue

ey conennal fe
cene l.lk."r.-wurhqu-.'

Figure 08: les vecteurs viraux contenant le géne thérapeutigue ./19]

a3


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre I : Le point sur la thérapie génique

L _—— —______ " ——— ———— — — — —— ————— — — — — — —————1

Parmi les vecteurs viraix on peut irouver :

I-4-3-1-2- rétrovirus :

e o

Les veotewrs dérivés des réuovirus oni éié les premiers utilisés pour entreprendre les
premiéres expériences de thérapie génique. Ils sont généralement dérivés des rétrovirus de la
lencémie murine (MLV) (J, Etienne et all.2007). Ce type de vecteur a &t utilisé pour waiter
plusieurs. maladies, notamment certain forme de déficil immunitaire combiné sévére.
{Jack ] .2004)

Ung particule rétrovirus de type sauvage porfe deux génomes identiques d"ARN simple hrin
de taille 8 kb [fig 09], chacun étant organisé en six régions. En portant de |'extrémité 5,
chacume de ces région est constituée d’une longue répétition terminale 5° LTR, d'une
séquence non codante néeessaire a 'encapsidation du brin d’ARN au cours de la formation dg
particiles virales appelée « psi™™ de frois génes codant - une protéine de stricture de
I'intérieure de la capside « gag », les fonctions transcriptase inverse « Pol », et intégrase

@ env. » et d*une séquence 3° LTR.

Tout d*abord, la plus grande partie de I'extrémité 3'du géne « gag » et la totalité des génes
« Pol » et « eny, » sont éliminges, grice aux sites endonucléasique de restriction. Grace & une
digestion exonuciéasique iimitée, Les régions contenant ia partie 5° de géne « gag » et les 5'ei
3-LTR sont en revanche congervéas. En quil, un ‘oéne thérape _113 ue et clong 2 cote de la
région « psi’ » et sa transeription sera contrdlée par le promoteur contenu dans la séquence 5
LTR, quel que soit la construction, la limite supérieure de Ja taille de PADN cloné que peut
porter un vecteur rétrovirus est d’environ 8 Kb, (Fig 10)

Le rétrovirus modifi¢ est introduit dans les cellules d’empaguetages, ce sont des cellules
gucaryotes que i'on a génétiquement modifie pour gu'elles contiennent au leur génome les
génes « zagy « pol » et 4 env » ; ces cellules de complémentation yont franscrire activement le
rétrovirus modifié, et fourniront les protéines de capside et d’enveloppe ainsi que Ia
rétrotranscriptase.

Apreés Passemblage, les particules virales sont libérées dans le milieu extérieur. Ces rétrovirus
recombinant seront ajoutés aux cultures de cellules humaines modifiées. (Lynn, Jorde. Johns,

Cary, Michacl, Banshad. 2004)

b=
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ﬁ
Par sécurité, les cellules d’empaquetages ont été rendues défectives et me peuvent se

multipher.
-Les inconvénients 1

-Dans la mesure ou la plus part des rétrovirus ne peuyent pénétrer dans le noyau qu'a
condition que la membrane nucléaire se rompe au cours de la division cellulaire. Les
rétrovirus ne peuvent donc pas étre utilisés pour traiter des cellules commie les neurones et fes

cellules de I"épithélium pulmonaire. [20]

~lls sont suriout adapics a ane uiilisation e€x vivo, ce qui Wesi pas lowjours réalisabie en

fonction des 'p‘ai.holo'glﬁs

-La taille de transpéne est limitée & 8kb alors que de nombreuy sénes humaing ont une taille

supcricurc.,

-Le génome proviral peut §’intégrer n’importante ot dans I"’ADN. Un risque potentiel existe
donc, que I'insertion inactive un géne important ou se fasse dans ou 2 proximité d’un géne
impliqué dans la cancerisation. Une étude clinique récente & malheureusement confirmé que
ce risque est bien réel, plusieurs enfants atteints d'une maladie génetigue grave ayant

une thérapie génique rétrovirale. (J, Etienne et all.2007)

g

developpement leucémie suite
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|

Figure 09 : Un rémravirus. Virus & ARN avee enveloppe lipidigue. [14]

[ETR| PSi |GAG [POL |ENV |ETR|

Rétrovirus sauy age

LK | PS1 | Géne thérapentique| LTR |

Rétrovirus recombinant \ ’GAG‘[PC)L 55T

LTR: « Long Terminal Repent »: organisation de }a iraascription
PSI: « packaging sequence »

CAG: oo de la Protfiae « Core »

POT.: gine dela « veverse transevipiase »

ENY: géne de | "enveloppe « coat protein »

Figure 10 : construction d'un rétrovirus sauvage et d'un rétrovirus recombinanif14]
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1-4-3-1-3- Adénovirus :

Du fait de I"incapacité de la plus part des rétrovirus 4 infecter des celiules qui ne se divisent
pas, d’autres systomes d’insertion n’ont pas cefte limitation ont ¢té explorés. L'un des

principaux exemples, est celui de I"Adénovirs. (Lynn, J etall . 2004).

Un adénovirus est un virus & ADN double brin d’enviren 36 kb, associé a des protéines et
entouré d’une capside (fig 11). L’emploi de ce vecieur est intéressant car les virus, dont ils

soitt issus ofit uir tropisine matarel poui les voies adiiennies supéricures. Ils sont fiéqueiiis ¢i ne

sant responsables que de thumes (T, Ftienne et all 2007)

On utilise vn adéveviras humain dont les genes H1 et E3 indispensable 2 <a réplication, ont 8t
délités et remplacés par la séquence génique thérapeutigue., On produit cef adénoyitus
recombinant in vitro, en infectant des cellules humaines en culture qui possédent les génes
et B3, autorisant ainsi la production de I’adénovirus recombinant. (fig 12)

Pius de 99% des pariicuies viraies libérees contiennent ta moliécule d"ADN avec le ou les

genes therapeutiques. [15]

déclenchent des téponses inflammatoires au site d*adminisirations. Par exemple des répanses

inflammatoires dans les voies aéri"ennes des patients souffrant de mucoviscidose.

-lls peuvent &fre imniunogénes et provoquent une réaction immunitaire gui diminue
efficacité du vecteur. « Des recherches actuelles portent sur adénovirus « gutless » dont
presque tout le génome viral est retiré. Cetle technique devrait réduire la réaction immunitaire,

et Permetire i’ insertion de segment d' ADN humain plus large (jusqii'au 36kb) ». [21]

-L absence d’mtegration constitue un inconveénient dans la mesure o les adénovirus peuvent
¢ventuclioment 8tie inactivés, ¢¢ gui entraine une oxpression transitoire da géne, ot la
nécessité réintroduire le vecteur ; ce qui signifie que les génes ajoutés ne sont pas efficace que

temporairement. (Jack, J .2004)
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Figure 12 : construction d'un adénovirus recombinant.[14]
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1-4-3-1-4- Adéno-associes (AAV) :

Ce sont de tout petits virus non pathogénes 4 ADN. de la famille des parvovirus humain
(4.7 kb) (fig 13).pour se répliquer, ils ont besoin de viros auxiliaires (dite helper), tels que les
adénovirus. Ils peavent infecter des cellules qui ne sont pas en cours de division et ils peuvent
étre délivrés a de nombreux organes par injection In vivo. Ils offrent ["avantage essentiel de ne
provoquer pratiquement aucune réponse immunitaire ni de réaction inflammatoire. (J, Etienne

etall 2007)

Figure 13 : vecieur adéno-associée (AAV). [17].

Lrabsence de pathogénicité fait de virus adéno-asocié un bon candidat comme vecteur de

.....

Le virus recombiné adéno-associé est produif par la cotranstection de deux plasmides dans
une cellule hote infectée par adénovirus (virus assistant). L'iin des plasmides porte un géne
thérapeutique des répétitions terminales inversées (125Pb) chacune du virus adéno-associé.
Le deuxiéine plasinide contient des deux génes du virus adéno-associé (rep, cap) responsables
respectivement de la réplication du génome et de la production de sa capside. Aprés la lyse
des cellules hétes infectées, les particules recombinées du virus adéno associé sont purifides
puis séparées des adénovirus par centrifugation et dialvse. Tout adénovirus résiduel dans

I"échantition est tué par un trattement par ta chaleur, (Lyin, J et all.2604)

L’une des principales limites & 1 utilisation des AAV est 1a taille trés restreinte du transgene

gni est limitée 2 5 kb.
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La capacité de vecteur AAV a introduire un géne dans unme cellule et de permettre son
expression dépend du succes de trois éfapes :

o La pénétration de la particule virale 4 I'intérisure de Ja cellule qui se fail essentiellement
par endocytose,

s Le transport de génomie recombinant jusqu’a Mintéricure du noyau, dont la durée varie
de trente minute 4 quelques heures. Une fois dans le noyau, le génome viral simple brin doit
étre converti en double brin pour former des matrices ufilisables par la machinerie de

transcription cellulaire,

s La mobilisation de fonction cellulaire pour ["expression et le maintien de transgéne.

(Jack, ] 2004)
1-4-3-1-3-Autre vecteurs viraux :

-Les vecteurs Lentivirus : sont des rétrovirus complexes qui conirairement aux rétrovirus
simples. peuvent pénétrer dans les cellules qui ne se divisent pas, par les pores de la
membrane nucléaire, Les veciews leniivicus, sont souveut dédvés du VIH (Vitus de
I"immuonodéficience Humain) | ou d’autre lentivirus non humain (FIV : groupe de lentivirus
infectant le chat; EIAV : groupe de lentivirus infectant le cheval ; SIV : groupe de lentivirus
infectant Ie singe) (fig 14). (Lynn, I etall 2004)

Ces vecteurs peuvent étre infectés in vive. ou ex vivo, et ont élé notamment utilisés pour
améliorer le fransfert de géne dans des cellules souches hématopoiétiques: (Jean, M st

all 2007)

T e 1

Figure 14 : type de virus utilisé : Lentivirus, [17]
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-Ces inconvénients :
-Les inconvénients des lentivirus sont principaiement la taille limitée du transgéne (8Kh).

-Ces vecienrs soni de développement réeent &t on manque doiic ercore de recut powr juger de
leur fiabilite.

Ils représentent cependant vraisemblablement les vecteurs virauy d’avenir, en combinant leg
avantages des rétrovirus classiques (intégration) et des adénovirus (infection des cellules

quiescentes). (J, Etienne et all.2004)

-Le virus Herpés Simplex : st un virus qui possede un grand génome (152Kb) d’ADN
double brin linéaire contenant an moins 84 génes contigus dont la maitié n’est pas essentielle
a la repheanon viral. Cecl fait de HSV, un vecteur pouvant accepter de tres grands transgénes

(30Kh). [6]

Ces veviews peuveni e produiis en grande yuantilé par des celiules de complémentations.
Les virus herpés présentent un neurotropisme qui est mis a profit pour Ja thérapie génique
intéressant les neurones sensoricl [s ont ¢ uiilisés dans des traitements des modéles
animaux de Cancer (gliomes) ou des maladies démyélinisantes. Les vecteurs viraux dérivés
d'HSV soni promeileurs powr ie tansferi de géne in vive du faii de jew capacité 4 persisier

dans un éfat de latence apres une premiére infection. [22]

Figure 15 type de virus wlilisé : Herpés simplex. [17]


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre 1 Leé point sur la thérapie génigie
_ b 0 ... > > ">
- Ces inconvénients :

Les principaux incouvénients sont le mangue d’expression concernant leur utilisation, et le

fait que I"expression 4 long terme du transgéne soit difficile dans certains types cellulaires.
La fiabilité et ’efficacité de ces vecteurs reste done 4 prouver. (J, Etienne et all. 2007)

14321 o veotours npn viraux ;

ks

Bien que les vecieurs viraux fournissent I"avantage d'un ransfert de géne efficace dans les
cellules. les inconvénients indiqués ont poussé les chercheures & étudier d’autre tvpes de

vecteurs non viraux tels que : (Lynn, T et all. 2004)
I-4-4-3-2-1-Liposomes :

Les liposomes sont des petites vésicules creuses de molécules lipidiques. capable de
véhiculer de I"ADN en elle. Un liposome peut fusionner avec la membrane cellulaire, libérant
son contenu dans Ja cellule. L’ADN plasmidique contenant le géne thérapeutique est incubé
avec les liposomes vides; I"ADN chargé négativement se lie aux liposomes chargé
positivement, et les plasmides sont absorbés. Les lipesomes contenant PADN plasmidique
s'appellent lipoplexes. Les lipoplexes peuvent ensuite pénétrer dans les cellules ciblées et y
introduire I’ADN thérapeutique. Les liposomes ne sont pas aussi efficaces que les vecteurs
viraux pour introduire des génes dans des cellules. Pour améliorer leur efficacité, les
scientifiques tentent d'intégrer centaines protéine virales dans les surfaces extéricures des
lipoplexes ; en particulier, les protéines virales qui reconnaissent certaines molécules # ia

surface de la cellule hote et s”y lient. (fig 16) (Carriere, Mari.2002).

z ol
= =] complexe:
ADN .

Figure 16 : Transfert de I'ADN par les liposomes. [17]
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-Les inconvénients :
-Leur principal inconvénient est qu'il ne posséde pas "efficacité de tranisfert des virus.

-La plupart des lpopiexes sont degradés dais le cyioplasine, ef ceux qui e le soit pas sont
pas sont généralement incapables de pénéirer dans le noyau. [26]

Tl est possible d'insérer directement un ADN plasmidigue dans des cellules sans utiliser

atcun vecleor de ranslert,

La possibiiité que i"TADN piasmidique injecté dans les muscles puisse stimuier Ia production
d’une protéine thérapeutique par ces cellules musculaires, cette protéine pourrait ensuile &tre

secrétée dans le courant sanguin et le reste du corps. (fig 17)

Des tentatives sont actuellement & I"étude pour utiliser un ADN « nu» comme « vaccin »
suseeptible de coder pour une protéine pathogene contre  laquelle I"organisme élaborera une

réponse immunitaire. [7]
I-4-4-2-L'éléctroporation:

L’électroporation. utilise des impulsions de champ électrique pour faire des pores
microscopiques dans les membranes ¢ellulaires. Ces pores sont aussi appelés « électrapores ».
Leur présence permel aux molccules de passer de part et d’autre de la membrane, Les
électropores sont localisés préférenticllement sur les surfaces cellulaires proches des
électrodes. Si 'impulsion glectrique a ¢t¢ donnée avec de bons paramétres, alors la cellule «
électroporée » va retrouver son intégrité (les lectropores se referment spontanément) et les
cellufes vonl continuer leur croissance Le temps de formation des électropores est de

quelques microseeondes; le temps de fermeture des pores est de quelques minutes, (fig 18} [4]
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Figure 17: Injection d'ADN plasmidique. [17]
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I-5-Traitement par inhibition des génes :

Pour de nombreuses maladies génétiques. le blocage de la synthése du produit d'un géne
pourrait étre bénéfique, (Lynn, J et all .2004) elles comprennent | utilisation de
1-5-1-La thérapie Anti-sens :

Un médicament anti-sen¢ est un cligonucléotide (une chaine monocaténaire relativement
petite de nucléotide), complémentaire 4 un petit segment de la molécule cible d”ARNm.
Le principe de thérapie anti-sens est simple : ses médicaments interagissent avec ’ARNm
anormal,. ceci le rend (ARNm) illisible pour le ribosome et aucun protéine pathogéne n’est
traduite.
On peut eégalement concevoir des oligonucléotides anti-sens afin de se lier & I’ADN double
brin contenant la mutation pathogéne, créant une triple hélice qui ne peut pas étre transerite en

ARNm. (fig 19) [16]
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Figure 19 : Stratégie anti-sens de thérapie pénigue [16]
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-Les limites de Ia technigue :

L'un des difficultés de cette technigue provient du fait que les olizonucléotides sont

souvent dégradés avant qu’ils ne puissent atteindre leur cible.

En raison de Ja variation de forme de la molécule d"ADN ou d>ARN cible, 1" oligonucléotide
anti-sens peut ne plus étre capable de se lier & sa séquence complémentaire. (Lynn, J et

all.2004)
I-5-2-Thérapie par Ribozyme :

Les ribozymes sont des molécules d"ARN catalytique qui existent & I’état naturel (ARN
enzymatique) et possedent des domaines séparés powr la catalyse et pour fa fixation du
substrat. Certamnes d'entre elles ont la capacite de cliver I"TARNm. Elles peuvent étre
svnthétisées pour interrompre des séquences d’ARNm spécifiques qui contiennent une
mutation, ce qui permet de les détruire avant qu’elles ne puissent étre traduites en protéine. La
thérapie par les ribozymes a ét¢ testée par exemple pour empécher la surexpression du facteur
de croissance eprdermique de type 2. une substance caractérstique de nombreuse tumeurs du

sein, (fig 20) [9]
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Figure 20 . thérapie par ribazyme.[ 217
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1-6-Les maladies candidats an traitement par thérapie génique :

11 y a quelques années, on croyait que la thérapie servirait uniquement a remplacer un géne
defectueux et & corriger des maladies héréditaires ; toutefois, pour I'instant la majorité des
essais cliniques de nos jours se fait sur des patients atteints de maladies acquises. (J, Etienne

et all .2007)
Les principales classes de maladies concernées sont les snivantes :

® Le cancer : plusicurs stratégies de thérapie génique ont été pensées pour luiter conire
le « cancer », certain vise directement les cellules cancérenses afin de limiter leur prolifération

ou'bien de les éliminer,

» Le sida, les anémies héréditaires et les déficiis immunitaires combingés sévéres.. . elc

Infection (VIH)
13%

Autres
2%
Marquage des
cellules
7%

Maladies monogeénigues
%

Cancer
B9%

Figure 21: les différenies mialadies powr lesquelles ona atillsé la TG. (21)
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Avant de commencer 'dtude ditaillée des syndromes thalassémigues, on doit d'abord

donner des généralités sur I'hémoglobine,

II-1-Généralités sur I'némoglobine humaine:

L'hémoglobine est pigment respiratoire chromoprotéique soluble dans ['cau. 11 constitue
33% du poids d'un globule rouge. C'est une protéine tétramérique de poids moléculaire 64500

———

daltons, composée de 600 acides aminés disposée sous formes de quatre chaines
polypeptidiques identiques 242, a <t B. (Fig 22)

' L'hémoglobine résulte de l'union d'une fraction non protéinique, appelée "Héme"; avec une
fraction de pature protéinique, la "Globine". Son rale est le fransport de l'oxvgéne du milisy
extérieur vers les cellules. Elle est également responsahle dn transport de 40% du CO2 des

tissus vers les powmons. [23]

Hémoglobine Fer o hame

: chaine a / chaine p

polypeptide en
forme d'hélice

Figure 22 : la structure de I'hémoglobine, (23]
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Ii-1-1-L'hémoglobine normale:

Au cours de sa vie, l'étre humain posséde plusieurs types d'hémoglobines, ces
hémoglobines (normales) contiennent deux chaines « qui sont couplée 4 deux chaines soit: f,

o ou .

* A la naissance: La nouveau-née synthése en majorité 'hémoglobine feetale « HBF »
(02032) 2 80%, ce taux diminue & deux mois pour atteindre 50%, puis il tombe & 10% &
cing mois ef il continu la diminution jusqu'a qu'il arrive 4 mains de 2% chez l'adulte

o Chez I'aduite:

-I'hémoglobine A1 (¢2P2) représente la principale hémoglobine avee 96a98%.

-L'hémoglobine mineure de l'adulte A2 (a282) représente 1,5-3,4% de I'hémoglobine total

On trouve égaiement A3, sa nature exacte n'est pas encore connue, (Fig 23) (Smaili.F.2000)

% Tolal Hemoglobin

g

G 12 i3 Z< 10 38 1 E 12 g 22 2o

Sesiz=tional Age
I medak )

3
Fesinalal Age
{rn moakz)

Figure 23 dvolution de la synthése de chaine d'hémoglobine en fonciion de Nage. [3]
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11-1-2-L"hémoglobine anormale :
500 hémoglobines ont été identifiées comme anormale. Leur disfonctionnement est -

< Due 4 une mutation ponctuelle d'une seule base d’un géne de la structure, ¢lest une
anomalie qualitative (cas de drépanocytose).On distingue :

» L'HDbS : retrouve dans la deépanocytose ou anémie falciforme, elle est due 4 une
modification de structure primaire de la chaine B avec une substitution en 6™ acide
aming [ peido ghitaminue est remplace par la valine (Glu— Val)

% Due & un trouble de synthése de I’hémoglobine, c’est une anomalie guantitative (cas de
thalassémie).On distingue :

e L’HbC: elle est due & une mutation au niveau de la chaing § en position 6

(Glu—Lys)

= L"HbE : la mufation st localisée au niveau de la chaine B en position 26,

¢ Les double héierozygotes S/f thalassémies : se traduit par I"association do géne

drépanocytaire et d’un géne f thalassémie ; il existe O2 types .
f3°/S : absence de synthésé de ia chaine .

8/S : diminution plus ot moins importante des chaines 8.
» Les doubles hétérozygotes S/C : Elle est due & 1’association chez le méme patient de

50% d’HbS et 50% d"HbC. (Hennen,G. 1999)

12 Leathalassémics s

Les thalassémies sont des formes d’anémiles héréditaires, assocides & ume
hémoglohinopathie (déficience dans la synthése dune ou de plusieurs des quatre chaines
formant I’hémoglobine de globules rouges.) Caractérisées par la diminution ou [*absence de
production des chaines de globine « ou B normales. Cette insuffisance de synthése d’une
chaine avec exces de "autre type est responsable d une anémie hémolﬂiqﬂe, corpusculaire,

e s Teeta - ]

TiiCT uu_ymifﬁ.[ 24]
I1-2-1- ciassification génétique :

En fonction du géne muté et de la chaine de globine atieinte on peut distinguer deux types

de thalassémies : g et B thalassémies.
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11-2-1-1-g thalassémie :

Lo thalassémie se caractérise par un déficit génétique dans la synthése des chaines o, de la

globine qui intervient dans toutes les variétés d’hémoglobine.

Dans la majorité des cas, il s'agit d'une délétion totale ou partielle d’un géne avee une

absence de Ja synthése de la chaine correspondante.

Le défaut de synthese de chaine ¢ peut correspondre 4 la délétion d”une ou plusieurs génes
situés sur le chromosome 16. (Fig 23) (MawellLM et ALl 2004)

Région régulatrice S s 1

B | | N N 3

Chromosome 16

Figure 24 . ["organisation de la structure du chromosome 16. [24]

< Epidémiclagie : Los u thalassémies s'observent plus fréquemment eén Asie du Sud-Est et
parmi les sujets originaires de la c6t¢ Ouest de 1" Afrique et en Thailande, ou sa fréquence
set de 4.8 4 10%, elles sont aussi fréquentes chez les Noirs Américains. (Eberhad,P,2002)

- Les différentes formes de « thalassémie ;

Comme 1] existe deux genes o par chromosome, une thalassémie peut résulter du défaut de 1

a4 de ces genes et par conséquent produire 04 types d" thalassémies :

a) La forme hétérozygote : on distingue trois types :
e a+ thalassémie hétérozygote : elle est caractérisée par une seule délétion, appelée
egalement o thalassémie 2.
¢ a° thalassémie héiérozygote : elle est caraciéiisée par deux délélions e cis, elle se
présente sous la forme d une thalassémie mineure.
e Association d’une a+ thalassémie et a® thalassémie : la délétion s’effectue sur 3 ou 4
géne ; resulle de la transmission d’une mutation a® d’un parent et a+ de Pauire, cette

forme estappelé Hémoglobinose H.
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b) La forme homozygote : il existe deux types :
+ a’ thalassémie homozygote : elle est caractérisée par deux délétions trans, Elle se
présente sous ia forme d’une rhalassémie mineure, elie est diie : o thajassémie 1.
a  2° thalassémie homorygete . caractérisde par quatre délétions trans, celle-ci egt
appelée Hydrops Fotalis on Amasarque Feetal. (Larousse médicale 2009)
[1-2-1-2- B thalassémie :

Aussi appelée une maladie deg globules rouges. Ta 8 thalaseémie est yne anémie
hémolytique héreditaire, récessive, elle est caractérisée par des mutations du seul géne B
«heta glohine w; porté par les deux chromosomes 1lparentauwy. (Environ 200 mutation
différentes du géne P globine somt responsables de thalassémies)les lésions les plus
Trequenies soit des mutations ponctuélics qui peavent e responsable entre antre -

-D'un ARNm non fonctionnei ou absent par mutation décalant par exemple le cadre de

legture,
-Dun défaut de mataration de TARNm.

-Des defauts quantitatifs de transcription liés & une mutation touchant une séquence de

régulation ou le promoteur,

-mutation d*un site de clivage. Ces anomalies fréquentes sont dues a une ou des substitutions
des nucléotides dans I’ADN. Les enzymes responsables de Ia séparation des introns et des

exons ne reconnaitraient plus les sites de clivage, ce qui aménerait des erreurs dans "ARNm.

-mutation de la polyadénylation.

Au final cela résulte en des anomalies de I'hémoglobine ou les chaine P production
insuffisante de I"hémoglobine globale, (Mawell.M et All.2004)

Reégion regulatiice s A7 S ﬁ

5 | [ | | [ W | 3

Chromosaome i1

Figure 25: 'organisation de la structure du chromosome 11, [24]
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*+ Epidémiologie : La B thalassémic atteint surtout les personnes originaires de partours
méditerranéen (Carse, Italie, Viét-Nam, Thailande).Et ¢’ Afrique Noire. En Algérie 2% de

2

la population sont B thalassémiques hét€rozygotes. (Ebsrhad P, 2002)
I1-2-1-2-1~ Les différentes formes de B thalassémies 3

a) La B thalassémie hétérozygote : c’est lorsque qu’un seule géne codant pour la chaing
P est affecté, ce qm entraine une dimipution de la quantité de I’hémoglobine &
I"origine de la microcytaire et I"hvpochromie
e P thalassémies hétérozygote mineur: Généralement cette forme n'a pas de
conséquence sur la santé, puisque I"autre géne set capable de compenser "anomalie
¢t de fabriquer suffisamment de chaines B pour produire un taux d*hémoglobine
noimal ou proche de la notmal,

Li¢lectrophorése de [’hémoglobine montre une augmentation du taux de

I"hémoglobine A2 de 4 4 6%.

= P thalassémies minimes : Cliniquement asymptomatiques. L’électrophorése de
I"hémoglobine montre un taux augmenté de ’hémoglobine A2 sans augmentation de

’hémoglobine fostale. (Mawell,M et AlL2004)

b) La B thalassémie homozygote ou maladie de Cooley : ¢est la forme majeure qui
survient chez un individu lorsque les deux génes B globine sont incapables de
synthétiser les chaines f} correspondantes, et la svnthése de la chaine o est en exceés;
ces chaines sont instables et précipitent dans les érythroblastes, induisant la mort des
cellules Les hematies sont hypochromes, microcytaires, anisocytaires, poikilocytaires,
et I'hémoglobine feetale comprise entre 6U% ¢t 98% avec une hémoglobine A,
variable.
¢) La B thalassémie intermédiaire: c’est une andmie swable, se manifeste par
PMaugmentation de 'hémoglobine fietale qui dépasse 30% et le taux d’hémoglobine
reste au-dessus de 7.5g /100ml. (Harald, T. 2000)

+ Lies doubles Bétérozygotes
- L7assaciation de la forme $/B thalassémie: le sujet malade est double hétérozveote

portant un gene de B thalassémie et un géne drépanocytaire 11 existe deux types ;

-
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o B-thalasso/drépanocytose dans sa forme S/B" thalassémie: c’est la forme
majeure, ¢lle a une fréquence marqueée surtout en Amérique et sur le bassin
mediterranéen.

L’électrophorése d'Hh montre 60-80%d HbS, 10-20% d HHF et 5-10%HbA,.

¢ B-thalasso/drépanocytose dans sa forme S/B* thalassémie : dans ce cas le taux

d"HbA, est de 5-30% et la gravité est moindre par apport & S/” thalassémie
L’électrophorése montre 60-80%d HbS, 20-30%d HbA, et petite guantité d’'HbA,. En

Algéric cle cst plus Eéquente que la drépanocytose homozygote. (Robort,

2003)
-L’association de la forme C/B thalassémie : I! y a deux types

s C/B thalassémie

s (/R thalassémie

Lenquéte familiale montre que ['un des parents est héterozygote pour 'HbC et

I"autre est hétérozvgote pour la thalassémie.

L électrophorése de montre gue I"Hb wajeure migre comine | HbA, : ¢1 PHOE est igéreiment

augmenté 2-5%.(Smaili F. 2000)

M-2-1-2-2- La ¢ransmission de Ia B thalageémie :

= AT

[y

La transmission de la B thalassémic se fzit de fagon autosomique récessive, ce qui signifie
que les parents ne sont pas malades, mais qu’ils sont tous les deux porteurs d’un exemnlaire
du géne défectueux. Seules les enfants ayants recu le géne défectueux (muié) 4 Ja fois de leur
pere et de leur mere sont atteints. Ainsi, les personnes atteintes sont porteuses de géne muté
en deux exemplaires alors que chacun des parents n'en est parteur qu'a un seul exemplaire,
Dans ce cas. la probabilité d*avoir un enfant atteint de [ thalassémie majeur est 1 sur 4 a

chaque grosses. (Fig 26) [23]
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f 1
ASA A/ AS2 afa

Homozygota sain @ Homazygots malade
H&tgrozygols porleur sain

Figure 26. Hlusiration de la iransmission auiosomique récessive. 124]
TE-2-1-3e0 &5 symplones :

Une personne atteinte de B thalassémie peut soit produire des chaines B en guantité réduite,

soit n’en produire aucune, ce qui donnera des symptémes beaucoup pius sévére et PIECOCes

- Les B thalassémies hétérozygotes : cliniquement asymptomatiques, les sujets porteurs sont
bien portants. s ne sont pas anémiques, exceptionnellerent, une splénomegalic de petite
taille peut étre palpée. Peut étre confondu avec un manque de fer qui entraine ¢galement une

petite taille des globules rouges, ce qui se voit lors des analyses de 'sang, [24]

—" - xymeddaiv.

Globules rouges normaux globules rouges hétérozygote

-Les B thalassémies homozygotes : apparaissent dans les premiers mois de la vie, aui se
traduit par une sensation de faiblesse. e nourrisson peut sembler tres fatigugé, pleurer
beaucoup et manger moins, s essoufflant 4 la prise des biberons. Ses levres sa langue et les
paumes d¢ ses mains peuvent ausst sembler pales ou de couleur jaune. Une véntable jaunisse
peut également apparaitre ! elle se voit au niveau du  blanc » des veux qui devient jaunitre.
En cas d’anémie sévere prolongée, le volume du foie (hépatomégalie) et de la rate augmente
(splénomégalie). Chez certains enfants, surtout en I"absence de traitement, des manifestations

Osseuses peuvent apparaifie . les os de visage s'epaississent (detormation des machoires.
P PP cp
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aplatissement de la racine du nez, espacement excessif des yeux).de plus, I'anémie sévére

pent conduire & un retard de croissance. (Fig 27) [23]

a)Déformation des machoires b) splénomeégalie c)déformation de Ja crane

Figure 27 : effets de la thalassémie: [25]

-Les [} thalassémies intermédiaires . les sympidmes sonl beaucoup moins importants que
dans V'anémie majeure, elle présent 10 4 20% de la B thalassémie séveére. Les signes
apparaissent pius tardivement, aprés ['dge de 2 ans ies enfanis aiteinis de ceite forme attenue
de B thalassémie ont une croissance normale Une puberté parfois retardée mais complete.

L’augmentation du volume de la rate est trés fréquente. (Margaret, W.2006)
II-2-1-4-Le diagnostic :
I.7dige de diagnostic esf variable allant de "enfant-4 |"dge adulte

Le diagnosiic de la p thalassémie se fait sur simpie analyse de sang, lorsque le malade
présente des symptomes d’anémie. Lanalyse de sang permet de confirmer I"anémie et de
mettre en évidence un taux anormal d’hémoglobine dite feetale (HbF) présente en grande
quantité chez les foetus et les nouveaux née, cette hémoglobine feetale disparait normalement
peu & peu aprés la naissance. Chez les personnes atieinies de  thalassémie, i"hémogiobine
feetale (HbF) continue d'éfre produite pour compenser |'insuffisance d*hémoglobine normale

adulte,

De plus, une autre forme d hémoglobine, "hémoglobine A, présente normalement en petite

quantité (environ 2a 3% de 1"hémoglobine totale) voit également sor taux augmenter.
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-Dans la forme hétérozygote (mineure) : les paramétres sédérimiques sont normaux, le

dosage de I"HbA; a un taux supérieur a 3,4%, [23]

-Dans la forme intermeédiaire il y a la microcvtose et ["hypochromie, ¢’est une anéniie
regenerative. L'électrophorése de I'Hb suffit rarement pour un diagnostic génotypigue précis,

celui repose sur 'enguéte familiale.

-Dans Ia forme homozygote : Hb < 7g/l I'examen du froths sanguin des hématies montre :
une hyperchromie, une anisocytose, une poikilocytose et une érythrablastose parfois trés

élevés, jusqu'a 100 000 eléments par mm’; la moelle est trés riche en érytoplastes.

L ¢électrophorese de I"'Hb permet de diagnostic de la § thalassémie ; l¢ pourcentage d’HbF est
augmenté (30- 95%) et il persists (B -Thalassémie) ou pas (B —~Thalassémie) de I'HbA. avec

pourceniage de I'HDA ; normal ou parfois élevé. [24]
Sang Normal

Témoins de
migration Hb

JHBA

il HbA 95-97,5%

“Hp's "

HbAZ < 3%
HbC, HbAZ Anhydrase

carbonique

Figure 28 - une électraphoreése de Hh 4 pH alealin. [25]
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Hypochromie Anisocytose

Macrocytose Poikilocytose.

Microcytose Rétieulocyte

Figure 29: les différentes anomalies qui pewvent toucher les globules rouges. [27]
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-Le diagnostique prénatale

1l est proposé aux couples 4 risque (B-Thalassémie hétérozygote) et en particuliére ceux
dont les enfants pourraient avoir des severe thalassémie. Ce diagnostic permet de déterminer
le type d’affection dont I"enfant sera porteur, et de faire clairement comprendre aux parents
dés lors &’ organiser leur planning familial an toute copnaissance de canse, 11 se fait entre 85
semaine et la 107 de grossesse. La biopsie de trophoblastes et la recherche des défauts
moléculaires peuvent permetire de faire diagnostic d'homozygotes P-thalassémique chez
I'embryon. La conséquence en est I'indication de Iinterruption de la grossesse. (Pirre,L et

AlL2000)

Figure 30 ; L’amniocentése, [28]
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[1-2-1-2-5- Le traitement :
[1-2-1-5-1-La transfusion sanguine :

Les personnes atieintes d'anémic majeure (Cooley) ne fabriquent pas assez
d’hémoglobine pour vivre et des transfusions sanguines réguliéres leur sont indispensables.
Elles sont effectuées environ tous les mois.

La transfusion consiste 4 injecter au malade dir sang ou des globules rouges Prélevés sur un
donneur pour maintenir un niveau acceptable de globules rouges dans le sang. Une nouvelle
transfusion est effectuée lorsque les globules rouges transfusés précédemment ont &té détruits.
Un taux d’hémoglobine correct est ainsi maintenu en permanence la fréquence de transfusion
augmente avec 1 '4ge . en moyenne 255-500 c¢ de culot erythrocytarre toutes les 3-5 semaines
& vie. La plus part du temps, les enfants ef les adules attentes de | thalassemie wintermédiaire
supportent bien ’anémie, il se fatigue plus vite que les autres mais n'ont généralement pas
besoin de traitement particufier. Cependant, il arrive que 1"anémie s'aggrave, ¢n raison par
exemple d’une infection ou d’une grossesse ; des transfusions occasionnelles seront donc

nécessalres. [24)

11-2-1-5-2-Splénectomie ;

Dans certains cas, il est recommande de retirer la rate par chirurgie, afin d’éliminer le
siege de destruction des giobules rouges. Cette opération est appelée splénectomie, elie est
conseillée lorsque les besoins de transfusions sont trop élevée chez les personnes affeintes de
thalassémie majenre et pour diminuer I'anémie quand elle est mal toléree chez celles atteinte
de thalassémie intermédiaire. Lorsque, il n'y a plus de tate, "anomalie de |'hémoglobine
persiste, mais ies globules rouges ne sont pas plus détruits de maniére excessive et ils peuvent

sxerces tant bien gue mal leur fonetion de transporteur " oxveene. {Smaili, F.2000
g i Y&

I1-2-1-5-3-Le traitement de la surcharge en fer :

principalement due aux transfusions réguliéres. Le fer en excés dans le sang s'acoumule dans
différents organes du corps, devient toxique, perturbant le fonctionnement normal (atteinte
cardiaque. fibrose ...) les atteintes hormonales sont les plus fréquentes (hormone sexuelles,

diabéte, hyperthyroidie).Afin d’éviter au maximum cette surcharge en fer, les personnes
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Chapitre 11 : les syndromes thalasséntigues

transfusées doivent réguli¢rement suivre un traitement par un chélateur du fer. Ce dernier agit

un peut comme un aimant en attirant le fer, créant une sorte d’amas qui est facilement éliming

dans urine ou les selles, Trois médicaments existeni a présent, te premier chélateur de for qui
a ét¢ disponible était la Desferrinxaming Flle a heancoup améliaré espérance de vie des
personnes thalassémique ; elle est administrée par voie sous-cutanée. Un autre chélateur de fer
qui lui se prend par voie oral, est la Defériprone. Elle semble trés active pour protéger le

ceeur.

La Defériprone peut parfois €tre associée a la Desferrioxamine si la surcharge en fer est trop
importante.

Le troisiéme chélateur, le Déférasirox a récemment montré son efficacité par voie oral pour
&liminer le fer en exces

Le chelatew du fer esi débuié en régie apres 50 ranslusions, soit 2-3 ans apiés la pise en

charge correcte. (Margaret, W.2006)
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Figure 32; Relaion enfre iransfusions ei surchurge en Fer. [30]
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11-2-1-5-4-La greife de moelle osseuse :

Le seul traitement qui puisse guérir définitivement la maladie est la greffe de moelle
osseuse, appelée également « greffe de cellules souches hématopoiétiques » : ces cellules

souches, une fois greffées chez le patient, vont étre capables de fabriquer. entre autre, des

globules rouges sans anomalie Cette proedédure est réeeryée aux malades présentant une

thalassémie majeure et disposant dans leur famille d*un donnéur compatible qu’il soit sain on

porteur d’une thalassémie mineure. (Margaret, W.2006).
1I-2-1-5-5-Autre traitement chez Padulte :

A Plyge udulle, duutic Guitement peuvent Ctre néssucaire @ traitement des msuffisances
hormonales, (raitement de I"osléopurose, Lailewenl des wleéres de jumbe et des phldbites
(formation d’un caillot de sang dans une veing) qui se produisent plus fréquemment chez les
pErsonnes inatasséimiyues, Certains malades oni ¢galemeni pu cuntracler une ht’:pa'tite virale

et nécessiter un traitement spécifique. (Smaili. F 2000)

40


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Ehapitiellll
Lappport e [ Wneraple gamiiue dans o traftement
Gahalassemie



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Chapitre IIT L appor de la thérapie génique dans le traitement de f-thalassémie

h

Ce projet nous a permis d’approfondir nos connaissances sur la thérapie génique

et le réle qu'a joué ceite derniére dans le traitement de Ia B-thalassémie.

La thérapie génique pourrait concerner 80% des sujets thalassémiques n*ayant
pas acces & une greffe de la moelle osseuse. Aprés autorisation des autorités
sanitaires francaises (AFSSAPS, 2006). une équipe scientifique sous la direetion du
Pr Philipe Leboulch (responsable scientifique de 1’essai clinique et chef de i*institut
des maladies émergentes el des thérapies innovantes (TINSERM. université Paris-sud)
au département de biothérapie de [’hopital Necker-enfants malades « INSERM.,
paris »). {Christophie, ialanne 2010) a lance I'essai thérapeutique (thérapie génique)
sur un sujet atteint de B-thalassémie (B%/B"). Ce patient 4gé de 18ans (Paul Louis),
(rorighte Thalindales a0 Vietamlénne el dependunl depus son entance de

transfusion mensuelle. [3]
111-1-Le Protocol expérimental de la thérapie génique fraitant beta thalassémie :

Le protocole expérimental consistait & prélever les propres cellules de moelle
osseuse du patient (cellules donnant naissance aux cellules sanguines et notamment
aux globules rouges). Ces derniéres oni été mises en culture avee un vecteur de type
Lentivirus (ressemblant au virus dn Sida) contenant le géne thérapentique de la R
globine. L’infection des cellules par ce vecteur a pour but ["insertion du génome

viral et du gene sain dans Ie génome de la cellule cible (méthode en ex vive).

Par la suite le patient a été soumis & une forte chimiothérapie, afin de détruire la
plupart des cellules souches hématopoiétiques demeurant dans sa moelle osseuse
malade 48 heures plus fard, ies cellules souches génériquement modifiées ont éié
réintroduites au patient par vole iniraveineuse. Le jeuns homme et resté 01mois 4
I'hopital, le temps de surveiller sa moelle osseuse, et de constater I’effet du géne

médicament introduit. [25]
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“

TI-2-Résuitats;

L'effet de la thérapie génique n'a pas ét¢ immediat, mais a é1é constaté aprés
plusieurs mois :

30 mois aprés ['expérimentation, plus de 10% des cellules souches de la moelle
contenaient le géne correcteur, dont 03% des érythroblastes (la lignée cellulaire
donnant naissance aux globules rouges). La concentration globale d'hémoglobine
aval alleinl 9 AL, la valew yue peonetienl doblenic ley tunsfusfons sanguines.

(Christophe, lalanne. 2010)

Le patient n’ait en beroin d’anguna trannfuninn dapiis plon do domr ana T Snit greevd
méme 3 faire dee eaignéer réguliaras ponr aoadlérar Félimination du fir toxique, gui
§’¢tait accumulé depuis des années a cause des transfusions qu’il faisait. La vie de ce

paiient avail changé depus. (Fischer, Alain. 2010)

Dans le suivit post-thérapie génique ; un séquencage de "ADN (pour s’assurer de
Pabsence de risque 1i¢ & Pinsertion du gére du vecteur sur PADN du patient) avait
montré que dans Ja moitié des cellules modifiées génétiquement, le géne viral s’est
inséré dans le géne qui code pour la protéine « HMGA; », connue pour participer 4 Ja
régulation de la prolifération et de la différenciation des cellules de la moglle osseuse.
16 mois aprés la greffe, i’expression de ce géne, normaiement nuile, avait angmenté
de 10 000 fois. Cette insertion & sans doute favorisé ’efficacité de la thérapie, en

augmentant la multiplication des érythrobilastes.

La protéine HMGA, produite en grande proportion (quantité anormale) aurait pu
provoquer un¢ proliferation anormale et continue des cellules sanguines (Leucémie)
mais aprés une année de suivit, les chercheurs ont constaté que le nombre de ces
cellides Gtait stable ec qui est rassurant. Pour I'heure, il roste impossible d*¢ablir un
pronostic sur I"effet a long terme du géne viral sur la prolifération cellulaire.

Devant les excellents résultats, I'Afseaps 2 autorisé le traitement dun deuxiéme
patient. Comme la précedente afin de vérifier si ces résuliats positifs peuvent &tre

reproduits. . (Fischer, Alain. 2010)
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Conclusion ¢t Perspectives ;
Des offorts notables ont &t réalisés depuis ume dizaine d’années, tout
particuliérement en France. aux Etats-Unis et au Rovaume Uni, afin de rendre

possible I"application de la thérapie génique en clinique humaine. Un examen objectif

de ce qui a ét6 déja atteint, permet d'étre raisonnablement optimiste pour 1"avenir, En

effel. la preuve a éieé apporice que la thérapie genique representaif une méthode
prometteuse dans le traitement de la B-thalassémie (16). Les résultats obtenus aprés
I'introduction du géne médicament dans les cellules souches de la moelle osseuse du

patient, montrent une augmentation significative du taux d’hémoglobine (9g/dl), cela

confirme que le géne modifié de la 3 globine a mtégre et est exprimé spécifiquement

dans les globules rouges différenciées. L efficacité de cette technique est en géndmle
satistaisante dans la mesure ot le nombre de ces cellules transformées a été

égalementaugmenté et est resté stable pendant une année.
Afin de vérifier ces résultats pesitifs

* Les chercheurs devrait refaire la méme intervention thérapeutique pour une plus
large séric de patients en prenant en compte le probléme déthique ; En effet,
Certaines critiques avancent qu’on ne devrait pas toucher aux génes humains de
quelque fagon que ce soit e1 que cela ménera inévitablement 2 i'eugénisme et ia
modification de la constitution génétique des populations humaines. I faut
egalement savoir que les essais de thérapie génique doivent se conformer aux
regles générales des essals thérapentiques, et en pariculier & la loi du 20
Décembre 1988 sur ia proieciion des personnes qui se préient a des recherches
hipmeédicales. Les nrofocoles de ces essals doivent ftre soumis aux comités
consultatifs de protection des personnes (CCPPRB) institués par cette loi. Pour
soulever ce probléme d’éthique, il serait intéressant aux scientifiques de chercher

des modeles animaux dont la constitution physiologique est proche de celle de

* 1l faudrait egalement vérifier "effet a iong terme du géne viral sur la prolifération

des globules rouges (Lencémie) des patients soumis 4 cette thérapeutique.
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Done, réussir techniquemsnt 2 intreduire un gene sain, n’est cependant pas suffisant, il
faut étre certain que celui-ci ne perturbera pas I’expression d’autres génes importants,
qu’il n’est pas toxique pour la cellule et que la quantité de protéines produites ne sera
ni trop faible ni excessive. En outre, le vecteur utilisé doit étre capable de transporter le

&ne théraneutioue ad bon endrait avec efficacité of en tonte séeurité. {7)
& P

A I"heure actuelle, les techniques de thérapie génigue sont extrémement coufeuses,
et nécessitent Ja présence d’experis et de matériel que 'on ne trouve que dans les
grands centres médicaux. Cetie thérapie ne pourra done concérner quune certaine
classe de la socicte et ne pourra étre proposée comme option thérapeutique pour la B
thalassemie qu'aprés évaluation des béneéfices et des efiets secondaires dans une plus

large série de patients {12)

Lravenlr de ceile iecinugue dépend donc de la pousuiic des essais clinique avec le

respect serupunlenx des régles éthiquas, (7)
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Résumeé :

Le génie génétique est un ensemble d’opération qui comprend principalement la
connaissance de la structure des geénes, la possibilité de les isoler, la capacité de les
modifier ei pourquoi pas ies uiiliser.

La thérapic génique est conceptuellement trds simple: il sagit dintroduire d
matériel génétique dans des cellules cibles pour corriger une pathologie donnde.

Le champ d’action de la thérapie génique ne cesse de s'étendue &t vise aujourd’hui
des maladies telies que ia beta thalassémie.

Celle c¢i est une des maladies génstiques fes plus courantes au monde. Elie est due a
ta mutation du géne codant pour la chaine § de I"hémoglobine.

Une belle victoire vient en tout cas d’éire annoncée par des scientifiques ; un jeune
adulte atteint de beta thalassémie, a été guérit grice & cette thérapie.

Mots clés - thérapic génique, géne (hérapeutique, vecteur, cellule souche, vurus,
thalassémie, B globine.

Abstract :

Genetic engineering is a set of operation which includes mainly the knowledge of
gene structure, the possibility of isolating them, the ability to change and why not use
them

Gene therapy is coneeptually very simple; it is the introducing of the genetic material
imto a target cell to cortrect a given disease.

The scope of gene therapy is very large and continues fo expand and aims diseases
such as beta thalassemia

The last one ic one of the most common genetic diseases in the world, It is due 1o
mutation of the gene encoding the B chain of hemoglobin.

A great victory has been announced by scientists: a voung adult patients with B
thalasscimia, was cured with this therapy.

Keywords: gene therapy gene therapy vector, stem cell, virue, ( thalassémia, B
globin,


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu



