Thérapie génique




Définition :

La thérapie génique consiste à injecter dans un organisme malade,le gène « sain » correspondant au gène malade dont il est porteur .
On peut injecter ce gène (donc cet ADN) de multiples façons :

· Soit via un virus porteur de l’ADN 

· Soit via un virus porteur de l’ARN complémentaire .

· Soit via de l’ADN « de synthèse » .
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Historique 

Phase « 1 » : Le concept de thérapie génique - réparer ou modifier le patrimoine génétique pour traiter une pathologie - est réellement évoqué par la communauté scientifique à la fin des années 1960,mais si tous les éléments théoriques sont présents, le niveau technologique ne permet pas encore de réaliser pratiquement cette approche.

Phase « 2 ». L’amélioration des connaissances techniques dans les années 80 et 90 permet de voir les choses sous un tout autre angle,mais une fois de plus l’affaire tourne mal ,pour des raisons médiatiques cette fois ; la « communication » fait peu de part entre le rêve et la réalité tant et si bien que les investisseurs d’en détournent ,d’autant que certaines expériences tournent « court » (aucun résultat) ou déclanchent des catastrophes (cancers) .

Phase « 3 » : Maintenant ….

Deux facteurs sont à prendre en considération :

· Techniquement les études sur le SIDA ont sérieusement fait avancer la technologie ADN – ARN , or cette technologie vitale pour la thérapie génique aurait été extrêmement coûteuse à mettre au point pour un projet « incertain » .

· La connaissance complète de l’ADN humain a permis de découvrir des centaines de maladies génétiques donc autant de cibles commerciales possibles 


Le champ commercial est quasi infini :

· Maladie virale - Cancer

· Vieillissement - Rajeunissement cellules nerveuses .

· Régénération de cellules nerveuses post traumatismes ….
· Diabète ….
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Technique :

Il faut :

· identifier le gène,

· en obtenir une multitude de copies

· les insérer dans un vecteur

· les guider éventuellement vers leurs cibles …..
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Evaluation :

Plusieurs paramètres doivent être pris en considération :

· possibilité ou non de travailler entièrement « dans l’organisme » (cad injecter le gène dans l’organisme et le laisser se débrouiller tout seul) ,ou obligation de d’abord extraire certaines cellules,puis de les manipuler en laboratoire,puis de les réinjecter une fois modifiées .

· Types de cellules qui seront modifiées .

· Quantité de cellules qui seront modifiées .
· Efficacité de la modification en termes de protéines produites .
· Durée de la modification ainsi créée .

· Comportement vis-à-vis de la division cellulaire ( les 2 cellules filles seront-elles toutes les deux toujours modifiées ou une seule des deux restera modifiée) ?
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Durées d’action demandées :

La durée d’action d’une thérapie génique est un facteur à prendre en considération,car on ne veut pas « toujours » une durée d’action infinie .


· Pour le diabète,il est clair que l’on veut une durée d’action infinie (la vie du patient) ...

· Pour d’autres affections,en particulier le cancer,on veut une durée d’action nécessaire au traitement, et plus ensuite .

· Pour d’autres enfin par exemple le traitement des anévrismes,on veut un traitement ponctuel et unique,le temps de la réparation .

[image: image5.png]



Vecteurs viraux 

L'utilisation de virus modifiés pour transporter un gène thérapeutique repose sur le constat d'efficacité de certains virus pour transférer leur propre matériel génétique dans les cellules humaines lors d’une infection « classique ». 
Pour produire des vecteurs viraux, on utilise des virus modifiés génétiquement, dits sécurisés. Le principe consiste à éliminer les séquences du virus qui codent des protéines associées à un comportement pathogène du virus, et à ne conserver que celles qui sont utilisées pour construire la particule virale et assurer le cycle d'infection. 
Le génome du virus est reconstruit pour porter les séquences du gène thérapeutique. 
Les protéines virales qui potentiellement manqueraient après ce nettoyage génétique à la formation des particules virales thérapeutiques sont fournies par d’autres procédés .
 Vecteurs adénoviraux 
L’adénovirus présente la caractéristique de faire pénétrer son ADN dans la cellule cible sans attendre la mitose (division cellulaire) et sans insérer la nouvelle information génétique dans le génome de la cellule cible (l’ADN viral reste « extra génome ») .
Bien que très utilisés dans de nombreux essais cliniques,il y a toujours plusieurs problèmes :

· l’ADN viral des adenovirus ne participe pas à la division cellulaire ; il y aura donc après la division cellulaire une cellule « malade » et une cellule « guérie » .
· Les chercheurs n’arrivent toujours pas à ce jour à débarrasser complètement l’ADN viral de la totalité de ses gènes toxiques , maintenant ainsi un caractère potentiellement pathogène au vecteur construit.

 Vecteurs rétroviraux 
Les rétrovirus sont utilisés comme vecteur en thérapie génique car, à la différence des virus à ADN, ils permettent d'insérer la nouvelle information génétique dans le génome de la cellule cible. Le nouveau gène se transmet donc de cellules mères en cellules filles de manière égale sans « dilution » de l'information génétique dans le temps. 
Le génome des rétrovirus est composé de molécules d'ARN (acide Ribonucléique) et non d'ADN comme le génome des cellules humaines. 
L'infection par un rétrovirus implique donc une étape de rétrotranscription de l'ARN en un fragment d'ADN qui pourra ensuite être associé (étape d'intégration) aux chromosomes de la cellule « hôte » après pénétration dans le noyau cellulaire. 
Pour cette lecture et cette intégration,le rétrovirus utilise à la fois des protéines virales et des protéines cellulaires .
Une fois intégré, le génome du rétrovirus sous sa forme ADN est stable et transmis comme n'importe quel gène de la cellule. 

L'intégration des vecteurs rétroviraux dans le génome de la cellule cible, si elle est un atout majeur pour la pérennisation et la transmission de l'information génétique, représente néanmoins une difficulté en termes de sécurité ; et des essais ont conduit à l'apparition de formes de leucémies chez certains patients…..

Vecteurs dérivés de l’AAV 

Les vecteurs de type AAV (adeno associated virus) sont dérivés de virus dits associés aux adénovirus. 
Ces virus ont la particularité de favoriser une intégration de leur génome toujours au même endroit dans le chromosome 19.
Ces vecteurs ne sont capables que de transférer des petits gènes. 
Longtemps considéré comme inoffensifs, à l'inverse des vecteurs adénoviraux et rétroviraux , leur développement a été favorisé depuis quelques années,mais actuellement cette inocuité est remise en cause .


 Vecteurs dérivés d’autres virus 
Au-delà de ces vecteurs fréquemment utilisés en clinique, de nombreuses tentatives d’utilisation de vecteurs à partir d’autres virus sont décrits (Herpes,Grippe, etc …) .
Il y a là plusieurs raisons :

· Recherche de meilleurs vecteurs .

· Recherche de vecteurs plus surs .

· Et aussi recherches de brevets ….. 
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Vecteurs non viraux 

Différentes stratégies ont été élaborées pour ne pas recourir aux virus et utiliser directement la molécule d'ADN,et éviter ainsi les risques induits.

Comme la molécule d’ADN ne rentrera jamais « toute seule » dans la cellule et encore moins dans le noyau, elle sera toujours associée à une molécule lui permettant de passer au travers de ces parois .
Ces « vecteurs » sont produits par des bactéries, ils sont facilement purifiables, et ce sont des particules inertes qui n'ont donc pas les caractères potentiellement pathogènes des virus qui sont à l'origine des vecteurs viraux. 

· Avantages :


· Pas d’effets secondaires viraux possibles .

· Plus faciles à produire et à stocker .

· Inconvénients :

· Ils s’incorporent mal ou pas du tout,ce qui est particulièrement problématique si ils sont utilisés pour guérir des cellules en prolifération rapide comme certaines tumeurs .

· Ils ne se multiplient pas viralement donc la dose à administrer est la totalité de la dose nécessaire ( dans les autres cas,la multiplication est le fait du virus lui-même) 
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Quelques exemples :
Le cancer. 
Plusieurs voies  sont possibles :


· Insérer dans les cellules cancéreuses des gènes codant des protéines sensibilisant les cellules cancéreuses à des drogues qui seront administrées dans un 2° temps .
 Ainsi, le gène codant la thymidine kinase du virus Herpes simplex sensibilise les cellules à un produit normalement inoffensif, le ganciclovir. 
· La stimulation du système immunitaire par la surexpression de cytokines
· Le rétablissement dans les cellules cancéreuses du processus de « mort cellulaire programmées ou apoptose » qu’ils ont perdus 
Diabète :

· Des approches récentes se sont portées sur l’expression de protéines impliquées dans le développement embryonnaire pour modifier le statut des cellules hépatiques et les transformer quasiment en cellules pancréatiques afin de redonner au patient diabétiques des cellules capables de produire de manière régulé de l’insuline.
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