UNIVERSITE MOHAMMED V - RABAT

FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT-

ANNEE: 2017 THESE N°: 133

BIOTECHNOLOGIES ET MEDECINE PERSONNALISEE :
EXEMPLE DE LA THERAPIE GENIQUE

THESE

Présentée et soutenue publiqguementle: .....................

PAR

Mr. Mohamed YASSINE
Neé le 16 Mars 1992 a Ksar EL Kebir

Hour ['Obtention du Doctorat en Mederine

MOTS CLES : Médecine personnalisée — Biotechnologie — Pharmacogénomique —

Thérapie génique.

JURY

Mme. N. EL HAFIDI PRESIDENTE
Professeur de Pédiatrie

Mr. A. IBRAHIMI RAPPORTEUR
Professeur de Biotechnologie

Mr. R. ELJAOUDI ~

Professeur de Toxicologie

> Juges
Mme. A. HASSANI

Professeur de Pédiatrie



UNIVERSITE MOHAMMED V DE RABAT

FACULTE DE MEDECINE ET DE PHARMACIE - RABAT

DOYENS HONORAIRES :

1962 — 1969 : Professeur Abdelmalek FARAJ

1969 — 1974 : Professeur Abdellatif BERBICH

1974 — 1981 : Professeur Bachir LAZRAK

1981 — 1989 : Professeur Taieb CHKILI

1989 — 1997 : Professeur Mohamed Tahar ALAOUI
1997 — 2003 : Professeur Abdelmajid BELMAHI
2003 — 2013 : Professeur Najia HAJJAJ - HASSOUNI

ADMINISTRATION :

Doyen . Professeur Mohamed ADNAOUI

Vice Doyen chargé des Affaires Académiques et estudiantines
Professeur Mohammed AHALLAT

Vice Doyen chargé de la Recherche et de la Coopération
Professeur Taoufig DAKKA

Vice Doyen chargé des Affaires Spécifiques a la Pharmacie
Professeur Jamal TAOUFIK

Secrétaire Général : Mr. Mohamed KARRA

1-ENSEIGNANTS-CHERCHEURS MEDECINS

ET

PHARMACIENS
PROFESSEURS :
Décembre 1984
Pr. MAAOUNI Abdelaziz Médecine Interne — Clinique Royale
Pr. MAAZOUZI Ahmed Wajdi Anesthésie -Réanimation
Pr. SETTAF Abdellatif pathologie Chirurgicale
Novembre et Décembre 1985
Pr. BENSAID Younes Pathologie Chirurgicale
Janvier, Février et Décembre 1987
Pr. CHAHED OUAZZANI Houria Gastro-Entérologie
Pr. LACHKAR Hassan Médecine Interne
Pr. YAHY AOUI Mohamed Neurologie

Décembre 1988
Pr. BENHAMAMOUCH Mohamed Najib Chirurgie Pédiatrique
Pr. DAFIRI Rachida Radiologie




Décembre 1989

Pr
Pr

Pr. OUAZZANI Taibi Mohamed Réda

. ADNAOUI Mohamed
. CHAD Bouziane

Janvier et Novembre 1990

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

Février Avril Juillet et Décembre 1991

. CHKOFF Rachid

. HACHIM Mohammed*
. KHARBACH Aicha

. MANSOURI Fatima

. TAZI Saoud Anas

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL HAMANY Zaitounia
AZ70UZI Abderrahim
BAYAHIA Rabéa
BELKOUCHI Abdelkader

BENSOUDA Yahia
BERRAHO Amina
BEZZAD Rachid
CHABRAOUI Layachi
CHERRAH Yahia
CHOKAIRI Omar
KHATTAB Mohamed
SOULAYMANI Rachida
TAOUFIK Jamal

Décembre 1992

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AHALLAT Mohamed
BENSOUDA Adil
BOUIJIDA Mohamed Najib
CHAHED OUAZZANI Laaziza
CHRAIBI Chafiq
DEHAYNI Mohamed*

EL OUAHABI Abdessamad
FELLAT Rokaya

GHAFIR Driss*

JIDDANE Mohamed
TAGHY Ahmed

ZOUHDI Mimoun

ars 1994

M
Pr
Pr
Pr
Pr

Pr

. BENJAAFAR Noureddine
. BEN RAIS Nozha

. CAOUI Malika

. CHRAIBI Abdelmjid

. EL AMRANI Sabah

BENCHEKROUN Belabbes Abdellatif

Médecine Interne —Doyen de la FMPR
Pathologie Chirurgicale
Neurologie

Pathologie Chirurgicale
Médecine-Interne
Gynécologie -Obstétrique
Anatomie-Pathologique
Anesthésie Réanimation

Anatomie-Pathologique

Anesthésie Réanimation —Doyen de la FMPO
Néphrologie

Chirurgie Générale

Chirurgie Générale

Pharmacie galénique

Ophtalmologie

Gynécologie Obstétrique

Biochimie et Chimie

Pharmacologie

Histologie Embryologie

Pédiatrie

Pharmacologie — Dir. du Centre National PV
Chimie thérapeutique V.D a la pharmacie+Dir du
CEDOC

Chirurgie Générale V.D Aff. Acad. et Estud
Anesthésie Réanimation

Radiologie

Gastro-Entérologie

Gynécologie Obstétrique

Gynécologie Obstétrique

Neurochirurgie
Cardiologie
Médecine Interne
Anatomie
Chirurgie Générale
Microbiologie

Radiothérapie
Biophysique
Biophysique

Endocrinologie et Maladies Métaboliques Doyen de la

FMPA
Gynécologie Obstétrique




Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

EL BARDOUNI Ahmed
EL HASSANI My Rachid
ERROUGANI Abdelkader
ESSAKALI Malika
ETTAYEBI Fouad
HADRI Larbi*

HASSAM Badredine
IFRINE Lahssan

JELTHI Ahmed
MAHFOUD Mustapha
RHRAB Brahim
SENOUCI Karima

Mars 1994

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABBAR Mohamed*
ABDELHAK M’barek
BELAIDI Halima
BENTAHILA Abdelali
BENYAHIA Mohammed Ali
BERRADA Mohamed Saleh
CHAMI Ilham
CHERKAOUI Lalla Ouafae
JALIL Abdelouahed
LAKHDAR Amina
MOUANE Nezha

Mars 1995

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABOUQUAL Redouane
AMRAOUI Mohamed
BAIDADA Abdelaziz
BARGACH Samir

CHAARI Jilali*

DIMOU M’barek*

DRISSI KAMILI Med Nordine*
EL MESNAOUI Abbes
ESSAKALI HOUSSYNI Leila
HDA Abdelhamid*

IBEN ATTYA ANDALOUSSI Ahmed
OUAZZANI CHAHDI Bahia
SEFIANI Abdelaziz
ZEGGWAGH Amine Ali

Décembre 1996

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AMIL Touriya*

BELKACEM Rachid
BOULANOUAR Abdelkrim

EL ALAMI EL FARICHA EL Hassan
GAOUZI Ahmed

MAHFOUDI M’barek*

OUADGHIRI Mohamed
OUZEDDOUN Naima

ZBIR EL Mehdi*

Traumato-Orthopédie
Radiologie

Chirurgie Générale- Directeur CHIS
Immunologie

Chirurgie Pédiatrique
Médecine Interne
Dermatologie

Chirurgie Générale
Anatomie Pathologique
Traumatologie — Orthopédie
Gynécologie —Obstétrique
Dermatologie

Urologie

Chirurgie — Pédiatrique
Neurologie

Pédiatrie

Gynécologie — Obstétrique
Traumatologie — Orthopédie
Radiologie

Ophtalmologie

Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Réanimation Médicale
Chirurgie Générale
Gynécologie Obstétrique
Gynécologie Obstétrique
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale
Oto-Rhino-Laryngologie
Cardiologie - Directeur HMI Med V
Urologie
Ophtalmologie
Génétique
Réanimation Médicale

Radiologie
Chirurgie Pédiatrie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Pédiatrie
Radiologie
Traumatologie-Orthopédie
Néphrologie

Cardiologie




Novembre 1997

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ALAMI Mohamed Hassan
BEN SLIMANE Lounis
BIROUK Nazha
ERREIMI Naima
FELLAT Nadia
HAIMEUR Charki*
KADDOURI Noureddine
KOUTANI Abdellatif
LAHLOU Mohamed Khalid
MAHRAOUI CHAFIQ
TAOUFIQ Jallal

YOUSFI MALKI Mounia

Novembre 1998

Pr
Pr
Pr
Pr
Pr
Pr

. AFIFI RAJAA
.BENOMAR ALI
.BOUGTAB Abdesslam
. ER RIHANI Hassan

. BENKIRANE Majid*

. KHATOURI ALI*

Janvier 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ABID Ahmed*

AIT OUMAR Hassan

BENJELLOUN Dakhama Badr.Sououd
BOURKADI Jamal-Eddine

CHARIF CHEFCHAOUNI Al Montacer
ECHARRAB EI Mahjoub

EL FTOUH Mustapha

EL MOSTARCHID Brahim*

ISMAILI Hassane*

MAHMOUDI Abdelkrim*
TACHINANTE Rajae

TAZI MEZALEK Zoubida

Novembre 2000

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AIDI Saadia

AJANA Fatima Zohra
BENAMR Said

CHERTI Mohammed
ECH-CHERIF EL KETTANI Selma
EL HASSANI Amine

EL KHADER Khalid

EL MAGHRAOUI Abdellah*
GHARBI Mohamed El Hassan
MAHASSINI Najat
MDAGHRI ALAOUI Asmae
ROUIMI Abdelhadi*

Gynécologie-Obstétrique
Urologie

Neurologie

Pédiatrie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Pédiatrique
Urologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Psychiatrie

Gynécologie Obstétrique

Gastro-Entérologie
Neurologie — Doyen de la FMP Abulcassis
Chirurgie Générale
Oncologie Médicale
Hématologie
Cardiologie

Pneumophtisiologie
Pédiatrie

Pédiatrie
Pneumo-phtisiologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
Pneumo-phtisiologie
Neurochirurgie
Traumatologie Orthopédie- Dir. Hop. Av. Marr.
Anesthésie-Réanimation Inspecteur du SSM
Anesthésie-Réanimation

Meédecine Interne

Neurologie

Gastro-Entérologie

Chirurgie Générale

Cardiologie

Anesthésie-Réanimation

Pédiatrie Directeur Hop. Chekikh Zaied
Urologie

Rhumatologie

Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Anatomie Pathologique

Pédiatrie

Neurologie




Décembre 2000

Pr.

ZOHAIR ABDELAH*

Décembre 2001

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

BALKHI Hicham*
BENABDELIJLIL Maria
BENAMAR Loubna
BENAMOR Jouda
BENELBARHDADI Imane
BENNANI Rajae
BENOUACHANE Thami
BEZZA Ahmed*
BOUCHIKHI IDRISSI Med Larbi
BOUMDIN El Hassane*
CHAT Latifa

DAALI Mustapha*
DRISSI Sidi Mourad*

EL HIJRI Ahmed

EL MAAQILI Moulay Rachid
EL MADHI Tarik

EL OUNANI Mohamed
ETTAIR Said

GAZZAZ Miloudi*
HRORA Abdelmalek
KABBAJ Saad

KABIRI EL Hassane*
LAMRANI Moulay Omar
LEKEHAL Brahim
MAHASSIN Fattouma*
MEDARHRI Jalil
MIKDAME Mohammed*
MOHSINE Raouf
NOUINI Yassine
SABBAH Farid

SEFIANI Yasser

TAOUFIQ BENCHEKROUN Soumia

Décembre 2002

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

AL BOUZIDI Abderrahmane*
AMEUR Ahmed *

AMRI Rachida

AOURARH Aziz*

BAMOU Youssef *
BELMEJDOUB Ghizlene*
BENZEKRI Laila
BENZZOUBEIR Nadia
BERNOUSSI Zakiya
BICHRA Mohamed Zakariya*
CHOHO Abdelkrim *

ORL

Anesthésie-Réanimation
Neurologie
Néphrologie
Pneumo-phtisiologie
Gastro-Entérologie
Cardiologie

Pédiatrie
Rhumatologie
Anatomie

Radiologie

Radiologie

Chirurgie Générale
Radiologie
Anesthésie-Réanimation
Neuro-Chirurgie
Chirurgie-Pédiatrique
Chirurgie Générale
Pédiatrie Directeur. Hop.d’Enfants
Neuro-Chirurgie

Chirurgie Générale
Anesthésie-Réanimation

Chirurgie Thoracique
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Vasculaire Périphérique
Meédecine Interne

Chirurgie Générale

Hématologie Clinique

Chirurgie Générale

Urologie Directeur Hopital Ibn Sina
Chirurgie Générale

Chirurgie Vasculaire Périphérique
Pédiatrie

Anatomie Pathologique
Urologie

Cardiologie
Gastro-Entérologie
Biochimie-Chimie
Endocrinologie et Maladies Métaboliques
Dermatologie
Gastro-Entérologie
Anatomie Pathologique
Psychiatrie

Chirurgie Générale



Pr. CHKIRATE Bouchra

Pr. EL ALAMI EL FELLOUS Sidi Zouhair
Pr. EL HAOURI Mohamed *

Pr. FILALI ADIB Abdelhai

Pr. HAJJ1 Zakia

Pr. IKEN Ali

Pr. JAAFAR Abdeloihab*

Pr. KRIOUILE Yamina

Pr. LAGHMARI Mina

Pr. MABROUK Hfid*

Pr. MOUSSAOUI RAHALI Driss*
Pr. OUJILAL Abdelilah

Pr. RACHID Khalid *

Pr. RAISS Mohamed

Pr. RGUIBI IDRISSI Sidi Mustapha*
Pr. RHOU Hakima

Pr. SIAH Samir *

Pr. THIMOU Amal

Pr. ZENTAR Aziz*

Janvier 2004

Pr. ABDELLAH EI Hassan

Pr. AMRANI Mariam

Pr. BENBOUZID Mohammed Anas
Pr. BENKIRANE Ahmed*

Pr. BOUGHALEM Mohamed*
Pr. BOULAADAS Malik

Pr. BOURAZZA Ahmed*

Pr. CHAGAR Belkacem*

Pr. CHERRADI Nadia

Pr. EL FENNI Jamal*

Pr. EL HANCHI ZAKI

Pr. EL KHORASSANI Mohamed
Pr. EL YOUNASSI Badreddine*
Pr. HACHI Hafid

Pr. JABOUIRIK Fatima

Pr. KHARMAZ Mohamed

Pr. MOUGHIL Said

Pr. OUBAAZ Abdelbarre*

Pr. TARIB Abdelilah*

Pr. TUAMI Fouad

Pr. ZARZUR Jamila

Janvier 2005

Pr. ABBASSI Abdellah

Pr. AL KANDRY Sif Eddine*
Pr. ALLALI Fadoua

Pr. AMAZOUZI Abdellah

Pr. AZ1Z Noureddine*

Pr. BAHIRI Rachid

Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
Dermatologie
Gynécologie Obstétrique
Ophtalmologie

Urologie

Traumatologie Orthopédie
Pédiatrie

Ophtalmologie
Traumatologie Orthopédie
Gynécologie Obstétrique
Oto-Rhino-Laryngologie
Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Générale
Pneumophtisiologie
Néphrologie

Anesthésie Réanimation
Pédiatrie

Chirurgie Générale

Ophtalmologie

Anatomie Pathologique
Oto-Rhino-Laryngologie
Gastro-Entérologie
Anesthésie Réanimation
Stomatologie et Chirurgie Maxillo-faciale
Neurologie
Traumatologie Orthopédie
Anatomie Pathologique
Radiologie

Gynécologie Obstétrique
Pédiatrie

Cardiologie

Chirurgie Générale
Pédiatrie

Traumatologie Orthopédie
Chirurgie Cardio-Vasculaire
Ophtalmologie

Pharmacie Clinique
Chirurgie Générale
Cardiologie

Chirurgie Réparatrice et Plastique
Chirurgie Générale
Rhumatologie
Ophtalmologie
Radiologie
Rhumatologie




Pr. BARKAT Amina

Pr. BENYASS Aatif

Pr. BERNOUSSI Abdelghani
Pr. DOUDOUH Abderrahim*
Pr. EL HAMZAOUI Sakina*
Pr. HAJJI Leila

Pr. HESSISSEN Leila

Pr. JIDAL Mohamed*

Pr. LAAROUSSI Mohamed
Pr. LYAGOUBI Mohammed
Pr. NIJAMANE Radouane*
Pr. RAGALA Abdelhak

Pr. SBIHI Souad

Pr. ZERAIDI Najia

Décembre 2005
Pr. CHANI Mohamed

Avril 2006

Pr. ACHEMLAL Lahsen*

Pr. AKJOUJ Said*

Pr. BELMEKKI Abdelkader*
Pr. BENCHEIKH Razika

Pr. BIYI Abdelhamid*

Pr. BOUHAFS Mohamed El Amine
Pr. BOULAHY A Abdellatif*
Pr. CHENGUETI ANSARI Anas
Pr. DOGHMI Nawal

Pr. FELLAT Ibtissam

Pr. FAROUDY Mamoun

Pr. HARMOUCHE Hicham
Pr. HANAFI Sidi Mohamed*
Pr. IDRISS LAHLOU Amine*
Pr. JROUNDI Laila

Pr. KARMOUNI Tariq

Pr. KILI Amina

Pr. KISRA Hassan

Pr. KISRA Mounir

Pr. LAATIRIS Abdelkader*
Pr. LMIMOUNI Badreddine*
Pr. MANSOURI Hamid*

Pr. OUANASS Abderrazzak
Pr. SAFI Soumaya*

Pr. SEKKAT Fatima Zahra
Pr. SOUALHI Mouna

Pr. TELLAL Saida*

Pr. ZAHRAOUI Rachida

Octobre 2007
Pr. ABIDI Khalid
Pr. ACHACHI Leila

Pédiatrie

Cardiologie

Ophtalmologie

Biophysique

Microbiologie

Cardio logie (mise en disponibilité)
Pédiatrie

Radiologie

Chirurgie Cardio-vasculaire
Parasitologie

Rhumatologie

Gynécologie Obstétrique
Histo-Embryologie Cytogénétique
Gynécologie Obstétrique

Anesthésie Réanimation

Rhumatologie

Radiologie

Hématologie

O.R.L

Biophysique

Chirurgie - Pédiatrique
Chirurgie Cardio — Vasculaire
Gynécologie Obstétrique
Cardiologie

Cardiologie

Anesthésie Réanimation
Médecine Interne
Anesthésie Réanimation
Microbiologie
Radiologie

Urologie

Pédiatrie

Psychiatrie

Chirurgie — Pédiatrique
Pharmacie Galénique
Parasitologie
Radiothérapie
Psychiatrie
Endocrinologie
Psychiatrie

Pneumo — Phtisiologie
Biochimie

Pneumo — Phtisiologie

Réanimation médicale
Pneumo phtisiologie



Pr.
Pr.
Pr.

Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.
Pr.

ACHOUR Abdessamad*
AIT HOUSSA Mahdi*
AMHAJIJI Larbi*

AOUFI Sarra

BAITE Abdelouahed*
BALOUCH Lhousaine*
BENZIANE Hamid*
BOUTIMZINE Nourdine
CHARKAOUI Naoual*
EHIRCHIOU Abdelkader*
ELABSI Mohamed

EL MOUSSAOUI Rachid
EL OMARI Fatima
GHARIB Noureddine
HADADI Khalid*
ICHOU Mohamed*
ISMAILI Nadia
KEBDANI Tayeb
LALAOUI SALIM Jaafar*
LOUZI Lhoussain*
MADANI Naoufel

MAHI Mohamed*
MARC Karima
MASRAR Azlarab
MRABET Mustapha*
MRANI Saad*

OUZZIF Ez zohra*
RABHI Monsef*
RADOUANE Bouchaib*
SEFFAR Myriame
SEKHSOKH Yessine*
SIFAT Hassan*
TABERKANET Mustafa*
TACHFOUTI Samira

TAJDINE Mohammed Tarig*

TANANE Mansour*
TLIGUI Houssain
TOUATI Zakia

Décembre 2007

Pr. DOUHAL ABDERRAHMAN

Décembre 2008

Pr

ZOUBIR Mohamed*

Pr TAHIRI My El Hassan*

Chirurgie générale
Chirurgie cardio vasculaire
Traumatologie orthopédie

Parasitologie

Anesthésie réanimation Directeur ERSM
Biochimie-chimie

Pharmacie clinique
Ophtalmologie

Pharmacie galénique

Chirurgie générale

Chirurgie générale

Anesthésie réanimation
Psychiatrie

Chirurgie plastique et réparatrice
Radiothérapie

Oncologie médicale
Dermatologie

Radiothérapie

Anesthésie réanimation
Microbiologie

Réanimation médicale
Radiologie

Pneumo phtisiologie
Hématologique

Meédecine préventive santé publique et hygiéne
Virologie

Biochimie-chimie

Médecine interne

Radiologie

Microbiologie

Microbiologie

Radiothérapie

Chirurgie vasculaire périphérique
Ophtalmologie

Chirurgie générale
Traumatologie orthopédie
Parasitologie

Cardiologie

Ophtalmologie

Anesthésie Réanimation
Chirurgie Générale



Mars 2009

Pr. ABOUZAHIR Ali*

Pr. AGDR Aomar*

Pr. AIT ALI Abdelmounaim*
Pr. AIT BENHADDOU EI hachmia
Pr. AKHADDAR Ali*

Pr. ALLALI Nazik

Pr. AMINE Bouchra

Pr. ARKHA Yassir

Pr. BELYAMANI Lahcen*
Pr. BJIJOU Younes

Pr. BOUHSAIN Sanae*

Pr. BOUI Mohammed*

Pr. BOUNAIM Ahmed*

Pr. BOUSSOUGA Mostapha*
Pr. CHAKOUR Mohammed *
Pr. CHTATA Hassan Toufik*
Pr. DOGHMI Kamal*

Pr. EL MALKI Hadj Omar
Pr. EL OUENNASS Mostapha*
Pr. ENNIBI Khalid*

Pr. FATHI Khalid

Pr. HASSIKOU Hasna *

Pr. KABBAJ Nawal

Pr. KABIRI Meryem

Pr. KARBOUBI Lamya

Pr. L’KASSIMI Hachemi*

Pr. LAMSAOURI Jamal*

Pr. MARMADE Lahcen

Pr. MESKINI Toufik

Pr. MESSAOUDI Nezha *

Pr. MSSROURI Rahal

Pr. NASSAR Ittimade

Pr. OUKERRAJ Latifa

Pr. RHORFI Ismail Abderrahmani *

PROFESSEURS AGREGES :
Octobre 2010

Pr. ALILOU Mustapha

Pr. AMEZIANE Taoufig*

Pr. BELAGUID Abdelaziz

Pr. BOUAITY Brahim*

Pr. CHADLI Mariama*

Pr. CHEMSI Mohamed*

Pr. DAMI Abdellah*

Pr. DARBI Abdellatif*

Pr. DENDANE Mohammed Anouar
Pr. EL HAFIDI Naima

Pr. EL KHARRAS Abdennasser*

M¢édecine interne

gy e b g
Pédiatre IS Sty
Chirurgie Générale T
Neurologie ﬂi et
Neuro-chirurgie g
Radiologie Ll
Rhumatologie

Neuro-chirurgie
Anesthésie Réanimation
Anatomie
Biochimie-chimie
Dermatologie

Chirurgie Générale
Traumatologie orthopédique

Hématologie biologique

Chirurgie vasculaire périphérique
Hématologie clinique

Chirurgie Générale

Microbiologie

Médecine interne

Gynécologie obstétrique

Rhumatologie

Gastro-entérologie

Pédiatrie

Pédiatrie

Microbiologie Directeur Hopital My Ismail
Chimie Thérapeutique
Chirurgie Cardio-vasculaire
Pédiatrie

Hématologie biologique
Chirurgie Générale
Radiologie

Cardiologie
Pneumo-phtisiologie

Anesthésie réanimation
Médecine interne
Physiologie

ORL

Microbiologie
Médecine aéronautique
Biochimie chimie
Radiologie

Chirurgie pédiatrique
Pédiatrie

Radiologie



Pr. EL MAZOUZ Samir

Pr. EL SAYEGH Hachem
Pr. ERRABIH Ikram

Pr. LAMALMI Najat

Pr. MOSADIK Ahlam

Pr. MOUJAHID Mountassir*
Pr. NAZIH Mouna*

Pr. ZOUAIDIA Fouad

Mai 2012

Pr. AMRANI Abdelouahed

Pr. ABOUELALAA Khalil*

Pr. BELAIZI Mohamed*

Pr. BENCHEBBA Driss*

Pr. DRISSI Mohamed*

Pr. EL ALAOUI MHAMDI Mouna
Pr. EL KHATTABI Abdessadek*
Pr. EL OUAZZANI Hanane*

Pr. ER-RAJI Mounir

Pr. JAHID Ahmed

Pr. MEHSSANI Jamal*

Pr. RAISSOUNI Maha*

Février 2013

Pr. AHID Samir

Pr. AIT EL CADI Mina

Pr. AMRANI HANCHI Laila

Pr. AMOUR Mourad

Pr. AWAB Almahdi

Pr. BELAYACHI Jihane

Pr. BELKHADIR Zakaria Houssain
Pr. BENCHEKROUN Laila
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Introduction




Actuellement La prise en charge thérapeutique des patients est en pleine
transformation. Aprés I’ére des traitements standards, nous entrons désormais
dans I’ére de la médecine personnalisée. Car il est maintenant évident que
chaque individu est unique et que chaque pathologie a des particularités

spécifiques dont il faut tenir compte.

L’objectif de la médecine personnalisée est donc de prendre en compte les
spécificités moléculaires et biologiques du patient et de sa maladie, afin de
proposer un traitement médicamenteux adapté a chaque patient dans le but

d’augmenter son efficacité tout en réduisant ces effets indésirables.

Les concepts sur lesquels repose la médecine personnalisée ne sont pas si
récents. Le médecin canadien, Sir William Osler (1849-1919), déclarait que « la
variabilité¢ est une des lois de la vie, et comme deux visages ne sont jamais les
mémes, deux corps ne sont pas pareil et deux individus ne réagissent pas de la

méme manicre a la méme condition anormale que nous appelons maladie ».

Grace aux progres scientifiques et technologiques qui ont permis de réduire
drastiquement les couts et les temps d’analyse du séquengage et du génotypage
de ’ADN ; la recherche médicale a pu d’ores et déja améliorer la prévention, la
détection et le traitement de nombreuses pathologies avec une efficacité accrue

et moins des effets indésirables.

La thérapie génique qui correspond a la chirurgie des génes défectueux
pour réparer les anomalies génétiques représente 1'un des exemples le plus

flagrant de cette nouvelle médecine.



Cependant, Malgré les espoirs qu’elle suscite, la médecine personnalisée
souleve de nombreuses questions €éthiques et économiques. Comment interpréter
et utiliser les données génétiques recueillies ? Comment financer ces nouveaux
traitements hors de prix ? Comment en garantir ’acces a tous ? Autant de défis

qui restent a relever avant qu’elle n’entre de plain-pied dans la pratique clinique.



Chapitre I :
Présentation de la médecine
personnalisée



1. PRESENTATION DE LA MEDECINE PERSONNALISEE

1.1. Définition et concept

La personnalisation de la médecine est un des enjeux des prochaines
années afin qu’a chaque patient corresponde une prise en charge individualisée.
Elle est le témoin d’un changement complet de paradigme entre une attitude
commune pour tous (le blockbuster, one fits for all) a une attitude adaptée aux

profils de patients (the right drug for the right person) (figure 1) [1].

The Personalized Medicine Model

The term “personalized medicine” is often described as providing “the right
patient with the right dose of the right drug at the right time.”

More broadly, “personalized medicine” may be thought of as the tailoring of medical
treatment to the individual characteristics, needs, and preferences of a patients
during all stages of care, including prevention, diagnosis, treatment, and follow-up!

T

The right patient The right drug The right dose At the right time

Figure 1 : définition de la médecine personnalisée selon EMA et FDA [1] [2].



Le National Institute of Health américain (NIH) a défini La médecine
personnalisée comme « une pratique €mergente de la médecine qui utilise le
profil génétique des individus pour guider les décisions concernant la

prévention, le diagnostic et le traitement des maladies » [3].

La « médecine personnalisée » part des caractéristiques génotypiques de
chacun pour identifier des risques, éclairer le pronostic en renfor¢ant I’aide a la
décision du médecin, sélectionner le traitement médical adéquat tout en rendant

le patient plus acteur de sa santé.

Ceci ne signifie par littéralement la création de médicaments ou dispositifs
médicaux qui sont uniques a un patient mais plutdt I’habilit¢ a classer les
individus en sous-populations qui difféerent dans leur sensibilit¢ a une maladie
particulicre ou dans leur réponse a un traitement spécifique. Les interventions
préventives ou thérapeutiques peuvent alors se concentrer sur ceux chez qui
elles seront bénéfiques, limitant les dépenses et les effets indésirables chez les

autres [4].
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Personalized medicine relies on identified biomarkers
because they can help physicians determine an
appropriate and effective regime for the given patient.

Figure 2 : Approche de la médecine personnalisée [2].

En plus, La médecine personnalisée a pour triple objectif [5] :

eD’affiner le diagnostic en identifiant des marqueurs de diagnostic
précoce et en permettant de définir des sous populations de patients dont

I’évolution naturelle et le pronostic sont différents,

eDe rationaliser la prise en charge thérapeutique en passant d’une
conception de masse ou les traitements sont appliqués indistinctement a
I’ensemble des malades a une conception individualisée ou le traitement est

défini patient par patient afin d’en optimiser le rapport bénéfice/risque,



eD’engager le patient dans une démarche préventive, en augmentant
son adhésion et son observance tout en adaptant les programmes de prévention

au profil du patient.

Le développement d’une stratégie de médecine personnalisée peut se faire

en deux temps :

1. L’identification des facteurs d’individualisation qui repose sur des études
fondamentales et des études de cohortes qui permettent de mettre en évidence
une association entre un facteur et une variabilité diagnostique ou thérapeutique

au sein d’une population ;

ii. La démonstration que I’identification d’un facteur d’individualisation a
I’échelon populationnel ou individuel permet de prédire une partie de cette
variabilité et d’adopter une stratégie personnalisée préventive, diagnostique ou

thérapeutique.

Il apparait cependant que la premi¢re étape reste celle d’une médecine
stratifiée, permettant d’identifier des sous-groupes susceptibles de répondre de
mani¢re similaire par exemple a un traitement. L’étape ultime est celle d’une
médecine individualisée capable pour un malade donné, en tenant compte de
plusieurs parametres, d’adapter la stratégie diagnostique, thérapeutique ou

préventive.

La personnalisation peut étre sous-tendue par différents descripteurs qu’ils
soient liés au terrain (age, genre, comorbidité, profil comportemental, mode de
vie, profil socioéconomique), biologiques (biologie classique, génomique,
protéomique), lésionnels (imagerie, anatomie pathologique), thérapeutiques
(associations médicamenteuses, sédentarité¢, habitudes alimentaires), ou

environnementaux (lieu de vie, stress, pollution...).



1.2. Points de vue des experts :

Selon le Pr Axel Kahn, « la médecine personnalisée est celle qui permet de
prévoir une susceptibilité particuliére a certaines maladies ou a I’action de
certains agents pathogeénes, a partir de déterminants individuels de santé,

génétiques ou autres. Mieux vaut parler de médecine de prévision » [6].

% Concer iy e vt

Figure 3 : Médecine de prévision : effet Angelina Jolie [6].



Pour le Pr Bertrand Jordan, la médecine personnalisée, c’est « le bon
traitement pour le bon patient au bon moment grice aux avancées dans la
connaissance du génome, de la génétique et des corrélations entre le génome et

la physiologie » (voir figure 1) [7].

M. Didier Tabuteau explique : « le concept de médecine personnalisée me
semble englober d’une part, la pharmacogénétique et le ciblage des traitements,
et d’autre part, le suivi et D’analyse de tests génétiques, de marqueurs
biologiques sur 1’état de santé de la personne, ou pour identifier des probabilités
de développer des pathologies, voire pour détecter de futures maladies trés en
amont des signes cliniques. C’est une médecine qui se basera sur une analyse

des caractéristiques biologiques et génétiques de la personne » [8].

Le Pr Agnés Buzyn précise « dans le cas du cancer, on dénomme médecine
personnalisée le fait de génotyper la tumeur et de cibler les traitements sur ce

génotypage » [9].
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Figure 4 : Principe de la médecine de précision [9].

Pour Mme Simone Bateman, le concept est flou, car il n’y a de consensus
ni sur une définition, ni sur le champ que le terme recouvre, ni sur le point
d’entrée qu’il convient de privilégier pour comprendre son développement.
Toutefois elle reléve que quelques idées reviennent avec insistance : « il s’agit
d’une médecine faite sur mesure, en anglais, customised ou tailored, par
analogie avec les tailleurs, 1’habillement ; des technologies rendent possibles

cette nouvelle vision d’une médecine sur mesure » [10].
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Quant au rapport de la Commission « Innovation 2030 », qui integre la
médecine personnalisée dans 1’ambition n° 5, il évoque le concept de médecine
individualisée partant du constat que la manieére de se soigner en 2025 sera tres
différente de celle que nous connaissons actuellement. « Ainsi, il est d’ores et
déja acquis que la médecine saura personnaliser son diagnostic en fonction des
caractéristiques propres de chaque individu et notamment de son génome.
L’individu et ses caractéristiques propres seront, plus que jamais, au cceur de la

médecine de demain avec une forte diminution des risques associés aux soins »
[11].
1.3. Intéréts

L’augmentation du colt de production des médicaments récents
(principalement des anticancéreux), la diminution des mises sur le marché de
nouveaux médicaments et la recherche constante d’une réduction des effets
secondaires séveres, qui sont de plus en plus présents et coliteux, ont poussé les
industriels et les instances réglementaires, tout comme les gouvernements, a

soutenir les principes de la médecine personnalisée.

En effet, en 2015, sur 1232 entités chimiques approuvées comme
médicaments aux Etats Unis, 16 % sont associées avec des effets secondaires
suffisamment sévéres pour qu’une mention soit ajoutée sur I’emballage du
produit [12]. Une autre étude a démontré que 1,8 million de personnes ont été
hospitalisées pour des effets indésirables (excluant les échecs thérapeutiques, les
empoisonnements volontaires ou non et les toxicomanies) en 2005 aux Etats
Unis, avec plus de 100 000 morts. Ces effets indésirables provoquent un coft
pour les hopitaux pouvant aller de 1,58 a 4 milliards de dollars par an et sont

classée entre la 4éme et la 6éme cause de déceés aux Etats Unis [13].
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De plus, de nombreux traitements montrent une efficacité limitée.
L’illustration ci-dessous représente le pourcentage de personnes ne répondant
pas aux traitements pour différentes classes thérapeutiques traitant des maladies

chroniques [14].

Pourcentage de patients pour lesquels un traitement est inefficace selon les classes
thérapeutiques
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Figure 5 : Taux de non réponse aux traitements selon différentes
classes thérapeutiques [14].

Sur la figure 5, il est facilement identifiable que les traitements les plus
anciens comme les analgésiques sont efficaces pour une grande majorité¢ de la
population alors que pour les anticancéreux ou les médicaments traitant la
maladie d’Alzheimer, le pourcentage de patients chez qui la thérapie

médicamenteuse est inefficace reste tres éleveé (70 et 75 % d’inefficacité).
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1.4. Evolution de I'ampleur de la médecine personnalisée

La médecine personnalisée est un sujet qui semble passionner le monde
scientifique. En effet, les publications sur ce sujet ont fortement augmenté (voir
figure 6) entre 1999 (1) et 2008 (180), grace au développement de la médecine
moléculaire, aux méthodes de diagnostic moléculaire et aux besoins médicaux

réels [15].
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Figure 6 : Nombre d'articles par an entre 1999 et 2008 qui incluent le terme "médecine

personnalisée", basé sur une recherche PubMed en Mars 2009 [15].
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D’ailleurs, méme si, dans la plupart des cas, les publications se concentrent
en réalité sur la médecine stratifiée, le terme « médecine personnalisée » semble

plus fédérateur car plus attractif pour les professionnels de santé et les patients.

La création du « Personalized Medicine Coalition » par des industriels
pharmaceutiques, des membres du gouvernement américain et des universitaires,
le « Genomics and Personalized Medicine Act », introduit en 2006 par Barack
Obama (sénateur a 1’époque) tout comme les commissions ministérielles sur la
médecine personnalisée partout en Europe, démontrent 1’intérét grandissant des
acteurs de la santé (praticiens, chercheurs, industriels, gouvernementaux) pour

ce sujet.

15
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génomique et de la pharmacogénétique
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2. DEFINITION ET EVOLUTION DES BIOMARQUEURS,
DE LA PROTEOMIQUE, DE LA METABONOMIQUE,
DE LA PHARMACOGENOMIQUE ET DE LA
PHARMACOGENETIQUE

2.1. Définitions

2.1.1. Biomarqueur

La médecine personnalisée se doit de reposer sur des marqueurs
spécifiques des patients et qui permettront une adaptation idéale du traitement a

chaque patient.

On utilise alors le terme de biomarqueurs, définis par le National Institute
of Health, en 1998, comme « une caractéristique mesurée objectivement (c’est a
dire avec une précision et une reproductibilité suffisantes) et évaluée comme
indicateur de processus physiologique ou pathologique ou de D’action des

médicaments ». Elle introduit deux notions importantes :
- Un biomarqueur doit étre mesuré avec fiabilité et précision ;

- Le caractére potentiellement indirect du biomarqueur qui est porté par
un ou plusieurs parametres biologiques (caractéristiques génétiques,
protéines, métabolites...) qui permettent de caractériser un état
physiologique, un état pathologique, 1’évolution d’une maladie ou la

réponse a un traitement.
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Cependant, le concept de biomarqueurs n’est pas nouveau : la glycémie,
dosée des 1848, est un biomarqueur reconnu tant pour caractériser le diabete que
pour ¢évaluer [Defficacit¢é des molécules antidiabétiques. Le dosage des
biomarqueurs peut correspondre a des procédures extrémement simples comme
celui de la glycémie ou du cholestérol ou a des procédures plus récentes et

complexes comme I’identification d’une mutation spécifique du génome [16].

Les biomarqueurs peuvent donc é&tre des parametres biologiques
anatomiques, physiologiques, biochimiques ou moléculaires. Ils sont alors
détectés dans un tissu ou un fluide biologique (tel que le sang, le fluide cérébro-
spinal ou l'urine) et la présence ou I’absence ou la surexpression ou sous-
expression seront les critéres observés. D’un point de vu biochimique, les

différents types de biomarqueurs les plus couramment utilisés sont :

- Les protéines : utilisables tout le long du processus de découverte et de
développement d’un médicament et dont I’histoire en tant que

biomarqueur est la plus ancienne ;

- Les profils d’expression d’ARN : la technique du Gene array (dosage
de geénes) dont ils sont issus est utilisée dans la phase de découverte du

médicament et durant les essais cliniques,

- Les SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) ou polymorphisme
simple de nucléotide (mutation ponctuelle) dans I’ADN : ils peuvent
avoir une valeur diagnostique ou prédictive d’une maladie (mais jamais
d’efficacité). La nécessit¢ de recourir a de larges populations de
patients, lors de la réalisation de certains essais cliniques, a retardé leur

utilisation mais celle-ci devrait s’amplifier prochainement,
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- Les petites molécules : c’est la catégorie la moins utilisée, mais son
utilisation devrait augmenter avec le succes de I’application des

métabolomiques.

Suite a la démonstration récente de I'importance de la génétique sur
I’action des médicaments (que ce soit en termes d’efficacité, de
métabolisation...), I’industrie biotechnologique a mis au point de nombreux
tests pour des biomarqueurs génomiques et c’est sur ces biomarqueurs que

repose la médecine personnalisée.
2.1.2. Biomarqueur génomique

Propriét¢ de ’ADN ou de ’ARN révélatrice d’un processus biologique
normal ou pathologique et/ou d’une réponse a une thérapeutique ou a une autre

intervention [17], un biomarqueur génomique peut, par exemple, étre la mesure :
- De I’expression d’un gene,
- De la fonction d’un géne,
- De la régulation d’un gene.

Un biomarqueur génomique peut consister en une ou plusieurs
caractéristiques d’ADN et/ou d’ARN telles un polymorphisme simple de
nucléotide (SNP), la variabilit¢é des répétitions de séquences courtes, des
haplotypes, des modifications de ’ADN (ex : méthylations), des délétions ou
des insertions de nucléotides, des variations du nombre de copies ou des
réarrangements cytogénétiques (ex : translocations, duplications, délétions ou

inversions).
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Les caractéristiques d’ARN incluent (cette liste est non exhaustive) les
séquences d’ARN, les niveaux d’expression de I’ARN, la transformation de

I’ARN (épissage et traduction) et les niveaux de micro ARN.

Les biomarqueurs sont ainsi associés a différents domaines de recherches

(voir annexe 1) s’appuyant sur les protéines et le génome.
2.1.3. Pharmacogénomique

La pharmacogénomique est I'étude des mécanismes génétiques des
variations individuelles de la réponse aux xénobiotiques et, plus
particulierement, aux médicaments. Ces connaissances sont appliquées et

applicables a I'adaptation de certains traitements a chaque patient [18].
2.1.4. Pharmacogénétique

La pharmacogénétique est un sous ensemble de la pharmacogénomique et
elle est définie comme 1’étude des variations de la séquence d’ADN par rapport

a la réponse aux médicaments.

La différence entre la pharmacogénétique et la pharmacogénomique est
explicitée par Franck Sérusclat dans son rapport au Sénat. Il indique que « la
pharmacogénomique s’adresse au gene lui-méme et non plus seulement & son
expression. Elle englobe la pharmacogénétique et la renouvelle en identifiant les
variations du génome responsables des modifications des réponses de
I’organisme. Ainsi, lorsque les liens entre les mutations d’un ou plusieurs genes
et leurs traductions au niveau d’une enzyme ou d’un récepteur, ainsi que les
conséquences cliniques de celles-ci, sont é&tablis, 1’analyse du génome,
désormais rapide et slre, permet d’éviter le recours a des dosages et a des tests

biologiques souvent longs, délicats, parfois imprécis et toujours indirects [19]. »
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Les tests sur des biomarqueurs pharmacogénétiques permettent d’identifier
les polymorphismes génétiques. En effet, méme si 99,9 % du génome humain
sont identiques d’un individu a I’autre, les 0.1 % restant (représentant tout de
méme 3 millions de nucléotides) sont a la base de variations de la séquence

d’ADN. Ces polymorphismes sont de plusieurs types :
- Single Nucleotide Polymorphism ou SNP,
- Insertions ou délétions de bases,

- Délétions d’ADN répétitif.
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Figure 7 : Le polymorphisme des nucléotides simples peut se trouver
au niveau des récepteurs, des transporteurs protéiques

et des enzymes du métabolisme des médicaments [19].
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Les SNP sont des mutations ponctuelles isolées qui peuvent apparaitre au
niveau des récepteurs, des protéines de transport des médicaments ou des
enzymes du métabolisme des médicaments. Leur fréquence dans la population
est supérieure a 1 %. Cette variation stable de la séquence d’ADN génomique
est retrouvée environ toutes les 100 a 300 bases du génome et elle affecte moins
de 10 % de la population. Beaucoup n’ont pas d’implications fonctionnelles
mais celles se trouvant dans des régions codantes ou régulatrices de genes
peuvent induire des conséquences sur le métabolisme (métabolisation lente ou
rapide) ou entrainer des maladies (exemple : anémie hémolytique) [19].

Depuis quelques années, le nombre de SNP identifiés a augmenté de facon
exponentielle et une base de données (dbSNP database) a ¢été créée en
collaboration entre différents organismes. En 2010, cette base de données

contenait environ 20 millions de SNP humains validés.
2.1.5. Protéomique

L’¢tude du protéome (c’est-a-dire I’ensemble des protéines) désigne
I’identification, la caractérisation et la quantification de toutes les protéines
impliquées dans une voie particuliere, un organite, une cellule, un tissu, un

organe ou un organisme [18].
2.1.6. Métabolomique

La métabolomique est I’analyse globale des métabolites, c’est-a-dire les

petites molécules générées dans le processus du métabolisme [18].
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2.1.7. Métabonomique

C’est une nouvelle science ‘omique’ qui €tudie les réponses métaboliques a
un médicament, a des changements environnementaux ou a une maladie. C’est
une extension de la génomique (qui s’intéresse a I’ADN) et de la protéomique
(qui s’intéresse aux protéines). Plus techniquement parlant, la Métabolomique
est la mesure quantitative de la réponse métabolique multiparamétrique
d’organismes vivants a des stimuli patho-physiologiques ou a des modifications

génétiques [18].
2.1.8. Surrogate endpoint ou Critére de substitution

Un biomarqueur peut étre considéré comme un critére de substitution, c'est-
a-dire qu’il pourra se substituer a un critére clinique. Un critére de substitution
est défini par une mesure de laboratoire ou d’un signe physique utilisé lors des
essais thérapeutiques comme substitut pour identifier un critére clinique jugé
sérieux. La différence entre un biomarqueur et un critére de substitution est
surtout qu’un biomarqueur est un candidat au titre de critére de substitution alors

que le second est déja utilis€¢ pour mesurer les effets d’un traitement [18], [20].
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2.2. Intérét des biomarqueurs et des polymorphismes

Il existe différentes finalités ou stades d’intervention possibles des

biomarqueurs dans le domaine biomédical (voir annexe 2 et figure 8) :

Le diagnostic : le biomarqueur permet d’identifier la présence d’une
maladie et de définir la population cible et les répondeurs a la
thérapeutique.

Le pronostic : le biomarqueur permet de déterminer 1’évolution
prévisible de la maladie.

Le mécanisme : le biomarqueur rend compte de I’effet observé en
aval du médicament.

La maladie : le biomarqueur traduit la conséquence clinique ou la
mesure de la maladie.

L’efficacité (biomarqueur d’efficacité) : le biomarqueur refléte alors
le résultat bénéfique du traitement.

La toxicité (biomarqueur de toxicité) : le biomarqueur rend compte
de I’effet toxicologique du médicament sur les systeémes in vitro et in
Vivo.

Le stade : le biomarqueur permet de faire la distinction entre les
différents stades de la maladie.

Lors des essais cliniques, les biomarqueurs permettent une
¢limination fiable et précoce des mauvais candidats au
développement de molécules thérapeutiques et un choix de la dose
de médicament pour les essais pivot de phase III, une diminution du
risque de non démonstration d’effet ou d’effets secondaires trop

importants [18], [21].
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Figure 8 : Domaines d'intervention courants des biomarqueurs [22].

L’étude des polymorphismes de nucléotides peut permettre d’évaluer deux

aspects :
= La prévention des risques

Lors du diagnostic, ils permettront de dépister les patients a risque pour un
médicament car ayant une modification du métabolisme pouvant induire des

surdosages, permettant ainsi de diminuer les effets secondaires.

Par exemple, la recherche de I’allele HLA-B*1502 permet d’éviter le
traitement des porteurs de cet allele par Tégrétol®, antiépileptique qui induit

chez ces personnes un risque de développer un syndrome de Stevens et Johnson.
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* L’augmentation du bénéfice

L’¢évaluation de la métabolisation et la recherche de cibles thérapeutiques
permettent d’augmenter les bénéfices des traitements pour les patients, d’éviter
de chercher des traitements a tatons, ce qui est une perte de temps, de bénéfice et
financiere. L’exemple le plus concret est I’évaluation de la protéine HER-2/Neu
avant un traitement du cancer du sein par I’Herceptin® (trastuzumab) développé
par les laboratoires Genentech. En effet, les patientes cancéreuses ne présentant
pas de surexpression de cette protéine ne répondront pas a ce traitement alors
que son utilisation en combinaison a une chimiothérapie chez les patientes
ciblées permet une réduction du risque de 52 % comparé a une chimiothérapie

seule [24].
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2.3 Domaines de prédilections de la pharmacogénomique et de

la pharmacogénétique
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Figure 9 : Domaines d'intérét principaux des études

pharmacogénomiques (d’apres [25]).

2.3.1. Maladies infectieuses

L’efficacité¢ du traitement du VIH par Selzentry® en combinaison avec
d’autres antiviraux est fonction de la présence ou non des récepteurs CCRS a la
surface du virus. Un test de tropisme permet de déterminer la présence de ce
récepteur. Toujours dans le cas du VIH, la détection de I’allele HLA-
B*5701+C4A*6 permet de limiter les réactions d’hypersensibilités avec fievre,
éruption cutanée et troubles digestifs dus a I’abacavir (Ziagen®, inhibiteur de la

transcriptase inverse du VIH-1) [26]. Le test génétique permet d’obtenir une
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information majeure sachant que 4 % des malades traités ont présenté une
hypersensibilité sévere et que 1’arrét du traitement fait régresser les symptomes
mais que la ré-introduction de la thérapie peut étre fatale [27]. Les patients
porteurs de 1’allele HLA-B*5701 ont 11,4 fois plus de risques que les autres de
développer ce type de réaction. Le niveau de preuve de ce génotypage est tres
fort, avec une valeur prédictive positive (VPP) de 100 % et une valeur prédictive

négative (VPN) de 98 %.
2.3.2. Domaine cardiovasculaire

Deux geénes impliqués dans le domaine de la thrombose et du maniement
des anticoagulants oraux (anti-vitamines K ou AVK) tels que la warfarine sont
actuellement pertinents : le géne codant CYP2C9 qui métabolise les anti-
vitamine K (les métaboliseurs lents et intermédiaires représentent 0,7 et 14 % de
la population occidentale) et le géne codant I’époxyde vitamine K réductase
(VKORC1) qui recycle la vitamine K oxydée. La réalisation des tests
pharmacogénétiques permet de prédire le risque hémorragique et d’optimiser la
dose a I’état d’équilibre chez des patients devant recevoir des AVK. Des études
ont montré la pertinence clinique importante de ces tests en évaluant et en
confirmant que ces deux genes expliquent prés de 50 % de la variabilité
interindividuelle de réponse aux AVK [28] [30]. Le niveau de preuve est

considéré comme « fort » puisque la VPP est de 80 % et la VPN de 58 %.
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2.3.3. Neuropsychiatrie

Le test génétique visant a identifier les différents variants du CYP2D6,
métabolisant les antidépresseurs tricycliques et les neuroleptiques est I'un des
plus anciens [30] [31]. Sa réalisation avant traitement permet de prédire des
dyskinésies tardives et des hypotensions. Son niveau de preuve reste incertain
avec une VPP de I’ordre de 61 % et une VPN de 51 % lui conférant une valeur
de pertinence clinique faible. Le typage de I’allele HLA-B*1502 permet, quant a
lui, de prévenir le risque de syndrome de Stevens Johnson avant le début d’un

traitement par la carbamazépine chez les patients épileptiques ou bipolaires.
2.3.4. Oncologie

Dans ce domaine, les geénes étudiés sont trés nombreux. Le premier et le
plus ancien test est celui du génotypage de la thiopurine-méthyl-transférase
(TPMT) dont I’activité est impliquée dans 1’¢limination de 1’azathioprine, de la
thioguanine et de la 6-mercaptopurine utilisées dans les leucémies, la maladie de
Crohn et d’autres maladies auto immunes. La réalisation du génotypage permet
de prédire des neutropénies séveres voire mortelles [32]. 11 existe de rares
métaboliseurs lents (0,3 % de la population) et environ 10 % de métaboliseurs

intermédiaires.

Chez les métaboliseurs lents, on privilégiera un autre traitement ou une
diminution d’environ 90 % de la posologie ainsi qu’une surveillance
hématologique intensive [33]. Ce test possede un niveau de preuve fort avec une
VPP de 78 % et une VPN de 56 %. Sa pertinence clinique est jugée importante

et actuellement bien connue des médecins.
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Un autre test plus récent est celui du génotypage de 'UGT1A1 (recherche

du variant UGT1A1%28). Cette enzyme est responsable du métabolisme de

I’irinotecan, anticancéreux prescrit fréquemment. Chez les patients déficients en

UGTI1AL, il y a accumulation et surdosage de ’'un des métabolites actifs et

toxiques de I’irinotecan avec un risque de 50 % de développer une leucopénie

sévere [33]. Ce génotypage a un niveau de preuve jugé incertain » avec une VPP

de 50 % et une VPN de 95 %. Sa pertinence clinique est jugée probable ».

Du point de vue de I’évaluation des cibles des médicaments, d’autres

tests se révelent prometteurs :

Le test pour le récepteur de la protéine HER-2/neu, prédictif de
I’efficacit¢ du traitement du cancer du sein par [1’Herceptin

(trastuzumab),

L’identification du récepteur a ’EGF, pour les traitements du cancer du
cOlon par cetuximab, gefitinib ou panitumab, dont la présence est

corré¢lée a I’efficacité du traitement,

Le gene BCR-ABL ou la présence du chromosome de Philadelphie sont
liés a Defficacité du traitement des leucémies par Glivec (Imatimib),

dasatinib et nusulfan [35]
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3. DES PROGRES SCIENTIFIQUES ET
TECHNOLOGIQUES CONSIDERABLES A L’ORIGINE DE
L’AVENEMENT DE LA MEDECINE PERSONNALISEE

Les progreés des méthodes, des outils et des connaissances, couvrent un
vaste champ, les avancées trés rapides des technologies ayant accru les
possibilités de mieux comprendre les processus pathologiques. L’analyse
biologique dans le domaine expérimental et dans ses applications médicales est
passée récemment d’une approche ponctuelle limitée a la détermination d’un
petit nombre de parametres, & une approche globale c’est-a-dire a la prise en
compte simultanée de I’ensemble du génome ou de ses différents niveaux

d’expression.

Ces avancées techniques ont permis I’apparition d’« omiques » : « a la

J4 ° J4 * (4 N1 . " D) \ . \ r
génomique, ¢ventuellement limitée a "I’exomique”, c’est a dire a la seule étude
des séquences codantes et des séquences immédiatement environnantes, sont
venues s’ajouter la "transcriptomique” (analyse des ARN messagers ou
transcriptome), la”"protéomique” (analyse des protéines), la "métabolomique”

(analyse des métabolites du métabolisme intermédiaire) » (figure 10) [36].
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Figure 10 : Les outils " omics " [37].

Cette ¢évolution résulte d’une augmentation considérable et rapide des
performances technologiques qui, relayée par la puissance de calcul de
I’informatique permet aujourd’hui des analyses globales trés rapides, qualifiées
de « haut débit ». Le séquengage de I’ADN, les puces a ADN, la spectrométrie
de masse, la résonance magnétique nucléaire, sont autant de nouveaux outils qui
conjugués a la rapidité des avancées en numérisation, en bio-informatique, en
nanotechnologies permettent de réaliser des analyses biologiques de plus en plus
détaillées sur des surfaces de plus en plus réduites, d’enregistrer, de conserver,
de transférer, de croiser, de grandes quantités de données biomédicales et de

cibler, avec une extréme précision les thérapies.
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3.1. L’évolution des techniques de séquencage du génome :

L’ADN est une molécule, présente dans toutes les cellules vivantes, elle
contient 1’ensemble des informations nécessaires au développement et au
fonctionnement d’un organisme. Transmis lors de la reproduction, il est le
support de I'information génétique et de I’hérédité. La réplication de I’ADN,
notamment lorsqu’une cellule se divise, implique un brin d’ADN a copier et une
protéine spécifique, ’ADN polymérase. Cette protéine « lit » le brin modele et
met un A en face d’un T, etc. Le séquengage de I’ADN, consiste a déterminer
I’ordre de la succession lin¢aire des bases A, C, G et T d’un fragment d’ADN

donné (figure 11).

DNA replication

DNA polymerase

- Original DNA
Lagging stand Okazaki /1
e fragment  RNA Primase — (i
primer

Helicase ——

Topoisomerase

Parent DNA

Leading stand

Figure 11 : Réplication de I’ADN [38].
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Le séquengage d’ADN humain représente 3 milliards d’éléments groupés
en 46 chromosomes, et sur ces 3 milliards d’éléments, on comptabilisera environ
10 % de différences entre les génomes de deux individus. Ces différences sont a
I’origine de notre apparence, notre phénotype extérieur, mais aussi de nos
maladies, de nos réponses aux médicaments et de nombreux autres phénomenes.
Il existe deux outils majeurs pour observer ’ADN : le génotypage et le
séquencage. Le génotypage vise a déterminer la nature d’une variation
génétique a une position spécifique dans le génome, pour un individu. Il consiste
a observer des endroits précis du génome et permet de connaitre les variations
génétiques d’une partie ou d’un génome entier. Le séquencage détermine 1’ordre

d’enchainement des nucléotides pour un fragment d’ADN donné.
3.1.1. L’ampleur des évolutions :

La premi¢re version du génome entier fut rendue publique en 2001. En
2006, une nouvelle technique de séquencage plus rapide a permis une utilisation
pour la recherche et offert des possibilités d’application. A partir de 2006
jusqu’a nos jours des techniques sont apparues pour séquencer de plus en plus
vite, et on assiste actuellement a une diversification des méthodes de séquencage

qui influe sur les pratiques [38].
3.1.1.1. Des méthodes de séquencage de plus en plus rapides :

C’est Frederick Sanger, deux fois lauréat du prix Nobel de chimie (1958 et
1980) qui a mis au point la premi¢re méthode de séquengage de ’ADN : la
méthode Sanger, encore trés employée dans le monde. Cette méthode, basée sur
I’interruption de la synthése enzymatique d’un brin d’ADN complémentaire,
comporte plusieurs limites. La plus importante est son faible rendement, car les
étapes de préparation de I’échantillon d’ADN et d’amplification sont lentes et
coliteuses, et la taille des séquences lisibles (inférieur a 1 000 nucléotides) est

limitée.
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Quelque temps apres la publication du premier génome humain, des
machines de nouvelle génération de séquencage a haut-débit (ou sous
I’acronyme « Next Génération Sequencing » NGS), bien plus rapides, ont été
proposées par deux sociétés Solexa (depuis rachetée par Illumina) et 454 Life
Science appartenant a Roche, marquant la premiere révolution du domaine [38].
Elles utilisent un séquengage massif parallele permettant de réduire les colts et

d’augmenter la rapidité des analyses.

La compagnie 454 Life Science, a mis au point la plateforme 454, qui
s’appuie sur la technique de pyroséquencage (figure 12), technique de
séquengage par synthése qui repose sur la détection de la libération de
pyrophosphate lors de I’incorporation de nucléotides [39]. La société Solexa
(Illumina) a opté pour une stratégie plus proche de la méthode de Sanger. La
molécule d’ADN a séquencer est mise en présence des quatre types de
nucléotides, chacun associés a un fluorophore différent. Le nucléotide nécessaire
a I’¢longation du brin complémentaire est alors inséré, mais une modification de
sa structure empéche 1’¢élongation de se poursuivre. Un signal lumineux

spécifique du nucléotide présent est alors émis.
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Figure 12 : Technique de pyroséquengage [40].
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Une évolution bien plus impressionnante est a I’oeuvre, la société¢ Oxford
Nanopore Technology (ONT) a présent¢ en 2012 un nouveau dispositif de
séquengage : le Minion. La technologie de ce dispositif s’appuie sur des nano-
pores (un pore d’un diametre compris entre 1 et 100 nm), ce qui comporte deux
avantages : la préparation des échantillons est trés simple et rapide et il sera
possible de lire des dizaines de milliers de bases en une seule fois. Cependant, le
taux d’erreur (4 %) reste pour I’instant trop élevé pour la plupart des

applications envisagées, dont le diagnostic médical [41].

Le Minion est une grosse clé USB jetable capable de lire directement
I’ADN (jusqu’a 1Gb de données) a partir d’un échantillon de sang (figure 13) ; il
a été testé sur des génomes simples (virus, bactéries) et a démontré son efficacité
en décodant leur ADN en quelques secondes. Ce procédé, utilisé par la firme
britannique, fait appel a une technique de séquencage dans laquelle les chaines
ADN traversent des micropores (2 000 dans le Minion) au niveau desquels

chaque nucléotide est identifi¢ (figure 14).
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Figure 13 : Minion sequencing [41].
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Figure 14 : Principe de nanopore sequencing [42].
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3.1.1.2. Des effets a court terme sur les connaissances et a plus long

terme sur les thérapeutiques :

Selon I’expression du Dr Laurent Alexandre « on assiste actuellement & un
véritable tsunami technologique dans ce domaine. Cela ne veut pas dire que 1’on
va découvrir un univers génomique déterministe, cela signifie simplement que
personne n’avait prévu ce qui nous arrive. En 1990, on avait un consensus
mondial dans la communauté des généticiens sur le fait qu’on ne saurait jamais

séquencer intégralement les 3 milliards de paires de bases » [43].

En outre, I’on a aussi découvert que I’idée répandue depuis les années
soixante-dix que 98,5 % de I’ADN ne servait a rien était erronée. Cette partie
contient en réalit¢ de nombreuses zones régulatrices trés importantes qui
influencent entre autres le cablage neuronal, la neuro-embryogénése et
I’immunité.

Les progrés dus au séquencage du génome humain au cours de ces dix
derniéres années, et a la technologie de séquengage a trés haut débit ou NGS
(Next Generation Sequencing) ont multiplié les capacités d’analyse par un
facteur de 50 000. « On est passé presque brutalement d’un séquencage
besogneux de quelques geénes pour un patient dans le cadre d’une maladie
donnée, a la capacité de séquencer un trés grand nombre de génes pour un grand
nombre de personnes. Cela permet d’effectuer des tests et des lectures ciblés,
voire méme la lecture du génome entier, ou au moins les séquences qui codent
pour ces genes » [44]. On observe un renforcement du lien entre développement
du séquencage a haut débit et extension de la médecine personnalisée.
Néanmoins, « il faut que toute la chaine soit impliquée, depuis 1’imagerie, les
parametres biologiques, jusqu’aux traitements », selon le Pr Florent Soubrier
[45].
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3.1.2. La baisse drastique des coilits : élément majeur de cette
révolution
Le 26 juin 2000, M. Bill Clinton et M. Tony Blair annoncérent que le

consortium international public de séquengage Human Genome Project (HGP)
et son concurrent privé lancé par M. Craig Venter, Celera Genomics Corp,
avaient tous deux décrypté une premicre version de génomes humains ;
cependant il faudra attendre avril 2003, avant que le premier génome humain
soit déclaré enticrement séquencé. Au total, HGP aura colité, sur quinze ans,
environ 2,7 milliards de dollars (2 milliards d’euros). Dix ans plus tard, le
séquencage des 3 milliards de paires de bases qui constituent le patrimoine
héréditaire humain tend a cotlter 3 millions de fois moins cher, soit entre 1 000
et 3 000 dollars et s’effectue en quelques heures seulement. La courbe qui décrit
I’évolution du prix du génome décroit bien plus vite que celle suivie par la loi de
Moore, laquelle prédit le doublement tous les dix-huit mois de la puissance de

calcul informatique (figure 15).
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Figure 15 : Diminution du cotlt du séquengage par génome

de I'ADN de 2001 a octobre 2011 [46].
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3.2. L’extension de l'usage des puces a ADN et la nano-

médecine :

Les nouvelles technologies permettent des études sur le génome entier qu’il
s’agisse des puces a ADN ou des méthodes de séquencage haut débit, elles
ciblent en plus des genes, des régions non codantes qui sont pour certaines,
impliquées dans la pathogenése et représentent un apport non négligeable pour

comprendre les maladies pour lesquelles la cause génétique n’est pas identifice.

Le recours a des matériaux nouveaux et aux possibilités offertes par les

nanotechnologies accroissent les capacités de ciblage et de suivi des patients.
3.2.1 L’usage des puces a ADN :

Pour identifier les facteurs génétiques responsables de prédispositions (ou
de protection) vis-a-vis des maladies communes, on utilise des puces constituées
de fragments d’ADN (oligonucléotides) correspondant a des séquences données,
déposées sur un support solide selon une disposition ordonnée (array). Le
fonctionnement de ces puces repose sur une hybridation par des séquences
complémentaires marquées par un fluorochrome (voir figure 16). Les mod¢les
sont basés sur des études effectuées a grande échelle (plusieurs milliers de
malades et de témoins) par des études GWAS (Genome Wide Associations
Studies) qui recherchent des déséquilibres de liaison entre le trait pathologique
et des SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) localisés dans une méme région

du génome.
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Figure 16 : Principe d'utilisation de la puce a ADN [47].

L’évolution technique récente des puces ADN a ¢été considérable.
La miniaturisation par la technique des puces a ADN permet de mesurer et de
visualiser trés rapidement les différences d’expression entre les geénes et ce a
I’échelle d’un génome complet. L’utilisation des puces a ADN comme outil de
diagnostic présente 1’avantage de faire appel a de nombreux marqueurs
plusieurs milliers de genes peuvent étre ciblés simultanément pour fournir une
signature du type cellulaire étudié¢. Les puces a ADN permettent donc de
comparer I’expression des génes de deux types cellulaires différents, d’étudier
les génes exprimés sur un grand nombre de patients pour observer 1’effet d’un
médicament sur 1’expression des genes, et de comparer tissus sains contre tissus

malades, traités contre non-traités, etc [47].
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L’utilisation des biopuces permet en une seule expérience, qui dure environ
deux jours, d’obtenir une estimation sur I’expression de plus de 30 000 genes.
Les puces a ADN de derniere génération ont la capacit¢ de contenir et
d’analyser environ 50 000 polymorphismes. La gestion de la masse
d’informations obtenues repose sur des outils informatiques puissants permettant
de collecter, traiter et archiver les signaux. Ces techniques sont en évolution
constante vers I’amélioration de la sensibilité, ’augmentation de la capacité et

de la rapidité, et la diminution des cofits.

Figure 17 : Un exemple de puce a micro array la puce AmpliChip de Roche [48].
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On peut désormais mesurer la sensibilité¢ individuelle aux médicaments par
une analyse sur le patient soit par séquencage, soit grace a des puces a ADN, qui
colitent quelques centaines d’euros et permettent de savoir si le patient concerné
réagira comme la majorité ou présentera des réactions particuliéres. Certaines
puces a ADN sont congues pour analyser des mutations dans certains genes qui
interviennent le plus fréquemment dans la résistance ou I’hypersensibilité a tels

ou tels médicaments [49].

Ces puces sont développées en production industrielle et le passage du
laboratoire a 1’industrie s’est accompagné d’une amélioration de la qualité. Aux
Etats-Unis, certaines sont accréditées uniquement pour la recherche, mais
parfois utilisées par des laboratoires cliniques comme outils cliniques. La Food
and Drug Administration (FDA) s’y est intéressée et [’accréditation est

nécessaire.

3.2.2. L’impact du développement de la nano-médecine sur Ila

détection, le traitement et le suivi des patients :

Les nanomatériaux sont a 1’échelle nanométrique, 1 000 fois plus petits
qu'une cellule ; ils ont des propriétés physiques, chimiques et biologiques
particulieres. Les nano-dispositifs, les nano assemblages moléculaires, se
trouvent donc a la méme échelle de taille que les biomolécules, c’est-a-dire
toutes les molécules intervenant dans des processus pathologiques. Ces
dispositifs sont plus sophistiqués que les puces ADN. Ils permettent d’effectuer
du séquencage a haut débit.

Les nanotechnologies innovent au niveau du diagnostic personnalisé grace
a des microsystémes pouvant étre multi-paramétrés, plus rapides, capables de

traiter un plus grand nombre d’échantillons ou de travailler sur des échantillons
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de bien plus petite taille. Ceux-ci sont accessibles dans les laboratoires centraux,
comme au lit du patient, au cabinet du médecin traitant ou dans d’autres

configurations.

L’utilisation de nano-vecteurs dans les thérapies ciblées permet le transport
de petites molécules médicamenteuses, aprés une administration veineuse,
nasale ou orale, et conduisent ainsi le traitement thérapeutique au bon endroit
dans Dl’individu et de limiter des effets secondaires délétéres. Le troisieéme
domaine d’utilisation est celui du suivi thérapeutique, ou des capteurs peuvent
étre portés sur la personne, voire implantés dans la personne, sachant qu’a
I’échelle nanométrique ou micrométrique et nanométrique, on arrive a les
réduire pour mesurer des biomarqueurs ou la variation de paramétres physiques
ou physico-chimiques. Les nano assemblages ont la méme taille que les

particules biologiques.
3.3.Le perfectionnement des autres instruments :
3.3.1. La spectrométrie de masse

Le principe de la spectrométrie de masse repose sur 1’éventuelle
fragmentation de la ou des grosses molécules (protéines) a analyser en ions qui
sont ensuite séparés en fonction de leurs masses et de leurs charges. La
technique ne pouvant analyser que des molécules ionisées et en phase gazeuse,
son champ d’application ne concernait a l’origine que de petites molécules
(sucres, acides aminés, stéroides, ...). Cependant, il a été ensuite
considérablement ¢élargi par la mise au point de techniques permettant de
vaporiser et d’ioniser les protéines ; encore plus récemment des développements
technologiques ont étendu la méthode a des échantillons solides ou a des coupes

de tissus [50].
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La puissance des logiciels informatiques couplés a ces spectrometres
permet d’établir la composition en acides aminés et méme leur séquence. Les
principales applications de la spectrométrie de masse portent sur la «
protéomique», la « métabolomique », et I’analyse des structures complexes.

C’est est un moyen tres utile d’analyse fine du protéome.
3.3.2. La résonance magnétique nucléaire (RMN)

La résonance magnétique nucléaire (RMN) ¢étudie des propriétés
magnétiques des noyaux atomiques ; constitués de protons, neutrons entourés
d’¢électrons, ils possedent un moment dipolaire magnétique et un moment
cinétique, responsables du phénomene de « spin ». Le moment magnétique de
I’atome dépend du nombre de protons et de neutrons ; si ces deux nombres sont
pairs ce moment est nul, ce qui explique que les atomes ou leurs isotopes étudiés
par RMN correspondent a des chiffres impairs dans la classification de

Mendeleiev.

D’apres le rapport de I’Académie nationale de médecine sur les
applications médicales de ces techniques, la RMN se préte en biologie a
différents types d’applications, telles que I’identification et la quantification de
composés, ’analyse du mécanisme de réactions chimiques ou enzymatiques ou
celle de liquides biologiques, ainsi que les mesures de distances interatomiques
et la reconstitution de structures 3D ou le criblage de molécules
pharmacologiques. La sensibilit¢ de la méthode peut cependant étre améliorée
par I’utilisation d’une sonde cryogénique, par I’étude de deux atomes différents
ou par la transformation chimique préalable des molécules a analyser, ce qui est
potentiellement utilisable soit pour le diagnostic de maladies héréditaires du

métabolisme, soit dans une approche globale dite « métabolomique ».
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Chapitre IV :
Les biotechnologies
et
la thérapie génique
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4. LES BIOTECHNOLOGIES ET LA THERAPIE GENIQUE

4.1 Historique des biotechnologies, des thérapies géniques et

leur avénement
4.1.1 Historique des biotechnologies

Le terme de biotechnologie apparait pour la premiere fois en 1913. Evoqué
par EREKY, il désignait ainsi [’utilisation de la matiére vivante pour la
production de biens et de services. Pourtant, si ce terme est apparu au début du
XXeme siecle, la pratique est extrémement ancienne, depuis que ’homme a
commencé a fabriquer du fromage, du pain, et des boissons alcoolisées, c'est-a-
dire depuis I’Antiquité. Sans le savoir, il procédait déja a [’utilisation de
biotechnologies puisque ces produits résultent de la fermentation par des micro-
organismes, mais 1’utilisation qui en était faite était purement magique dans leur
esprit et non scientifique [51].

Nous allons donc voir la chronologie générale des évenements jusqu’a nos
jours.

4.1.1.1 Les proto-biotechnologies

Le terme désigne les biotechnologies qui furent développées depuis
I’Antiquité  jusqu’au  XVIlleme siécle, c'est-a-dire  I’utilisation de

biotechnologies de maniere empirique, sans aucune connaissance théorique [51].
- Antiquité : fabrication de pain, de bi¢re, de fromage et de vin.

- Moyen Age : distillation de I’alcool issu de la fermentation en

Occident.

- XVIéme siécle : formations de corporations d’artisans spécialisé€s

dans la fabrication de la biére.
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- XVIléme siécle : culture des champignons de couche en France (=
champignon de Paris « Agaricus bisporus ») grace a des déchets

organiques (fumier).

- XVlIlIIéme siécle : développement de la chimie, on connait alors la
fermentation alcoolique et on réalise industriellement la production

de sucre grace a la betterave.
4.1.1.2 La période intermédiaire

C’est le développement des connaissances théoriques [51].
- XIXéme siécle :

On développe des lignées pures de céréales, on voit apparaitre les études
qualitatives et quantitatives de GAY-LUSSAC en complément des travaux de
LAVOISIER sur la  fermentation alcoolique, on découvre la nature biologique
des fermentations graice a CAGNIARD-LATOUR (France) et SCHWANN et
KUTZING (Allemagne).

Il faut ajouter a cela les travaux de PASTEUR (figure 18) qui donnent
naissance a la microbiologie. Il identifie €galement durant cette période les
agents de la fermentation alcoolique et acétique, et remarque qu’en chauffant le
vin a une certaine température, on empéche la fermentation acétique du vin qui

du coup ne se transforme pas en vinaigre.
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Figure 18 : Louis PASTEUR : pére de la microbiologie [52].

Grace a ses découvertes, une nouvelle discipline a ¢été¢ développée :

la microbiologie.

- En 1887, PETRI donne son nom a une boite contenant un milieu de
culture pour les bactéries.
- En 1894, le premier enzyme industriel est produit : la takadiastase
(amylase extraite d’une levure).
- En 1897, Biichner extrait la zymase des levures qui donnera suite a de
nombreux travaux.
CE SONT DONC DES DECOUVERTES MAJEURES PERMETTANT LA
MAITRISE DE L’UTILISATION DES BIOTECHNOLOGIES.
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= Début du XXéme siécle :

On évoque la notion d’enzymes (zymase) et de coenzymes, mais aussi de
vitamines, de génes, d’ADN. BANTING et BEST (Canada) découvrent
I’insuline en 1921 et I’on parvient a peine quelques années aprés a la produire et

a I’extraire.

En 1913, le terme de biotechnologie apparait enfin.

4.1.1.3 Les biotechnologies modernes

Aux alentours de la seconde Guerre Mondiale, on arrive dans la période
d’applications des connaissances et on en accumule de toutes parts (en biologie
cellulaire, moléculaire, et on invente de nombreuses techniques
d’exploitations, ...). La production industrielle sous contréle se développe et
I’on arrive ainsi a notre époque au régne du « génie génétique » [51].

= XXeme siécle :
Découverte et production industrielle de la pénicilline pendant la seconde

Guerre Mondiale (figure 19).

Figure 19 : Formule générale d'une pénicilline [53].
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De 1972 a 1974, Paul BERG réalise la premiere molécule D’ADN

recombinant.

En 1979, on parvient a produire I’insuline et I’hormone de croissance (GH)
par des micro-organismes génétiquement modifiés, puis vient le tour de

I’interféron en 1980.
En 1981 apparait la premiere souris transgénique.

En 1983 apparait la premiere plante transgénique (tabac) et on invente la
PCR (Polymerase Chain Reaction) qui permet de reproduire un grand nombre de

fois une molécule d’ADN.

On arrive ainsi progressivement dans les années de développement des
OGM (organismes génétiquement modifiés) et du clonage reproductif (brebis

DOLLY en 1997).
= De nos jours... :

Le séquencage du génome Humain est terminé et on se trouve en plein

essor du développement expérimental des thérapies géniques [51].
4.1.2 Historique des thérapies génique
Les thérapies géniques a proprement parler sont récentes, elles arrivent
grace au développement du génie génétique. Mais si I’on en est arrivé jusqu’ici
dans les années 2000, c’est parce que depuis le début du XXeéme siecle, les

scientifiques ne cessent d’aller de découvertes en découvertes. Plusieurs

découvertes majeures ont permis d’avancer et de développer ce domaine.
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- Tout commence avec Mendel (pére fondateur de la génétique) en
1865 et la mise en évidence de I’hérédité grace a des petits pois («
Pisum sativum ») [51].

- En 1909, le terme de geéne est invent¢ par le danois Wilhelm
JOHANNSEN, on distingue alors le génotype et le phénotype [51].

- En 1935, on parvient a obtenir de I’ADN pur [51].

- Arrive alors la découverte de la structure de la double hélice d’ADN
¢tablit par WATSON et CRICK dans laquelle les deux brins sont
antiparalleles.

- En 1970, I’'usage précis des enzymes de restrictions est maitrisé et on
réve alors de modifier la structure de ’ADN. Et c’est donc ainsi
qu’en 1973, on réalise le premier transfert de géne sur une bactérie
trés commune : Escherichia coli [2].

- Mais c’est en 1980 que I’on assiste & une premicre tentative de thérapie
génique sur ’homme. Le Docteur CLINE, de I’Université de Californie a Los
Angeles, tente ce premier essai pour soigner deux cas de thalassémie Béta-Zéro.
Il s’agit d’une anémie d’origine génétique ou la chaine Béta de 1’hémoglobine
n’est pas synthétisée. Il émet ’hypotheése qu’en introduisant le géne fonctionnel
codant pour la chaine Béta, les problémes seront alors résolus. Cependant, il
réalisa cette expérience sans I’accord du comité d’éthique médicale et sans
prévenir les patients et son protocole qui ne semblait guére tenir compte de la
protection de ces derniers, fut vivement critiqué, sans compter que 1I’expérience
fut un échec. Il fut donc banni de la communauté scientifique et interdit

d’expériences [2] [54].
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Ce premier échec stoppa momentanément la progression dans ce domaine
et pendant longtemps on se posa de nombreuses questions sur 1’éthique des
thérapies géniques.

- Cependant, en 1990, un premier succes arrive enfin dans le cas du
traitement par thérapie génique d’un ADA-SCID qui est une maladie ou le géne
de ’ADA (enzyme) est déficitaire, ce qui provoque une immunodéficience [51].
Le nombre d’essais cliniques de thérapies géniques va alors augmenter

considérablement (figure 20).
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Figure 20 : Nombre d'essais cliniques approuvés en fonction des années [55].

-En 2000, un autre type de déficience immunitaire, le SCID X, se voit
traité par thérapie génique. L’opération est un succes mais deux ans plus tard,
deux enfants bulles qui furent traités par ce type de thérapie a I’hopital Necker-
Enfants Malades de Paris, développerent une leucémie. Ceci eut pour effet de
stopper les recherches, mais un récent cas de succes réel en Grande Bretagne

risque de relancer les travaux [52].
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- Auyjourd’hui, il existe une multitude d’essais en cours pour toutes sortes
de maladies dont les alternatives thérapeutiques sont rares ou inexistantes
(Parkinson, thalassémies, cancers, ...), avec une grosse majorité d’essais pour
les cancers (tableau I). Il semble que ce soit I’objectif thérapeutique des

prochaines décennies.

Tableau I : Projets de thérapies géniques (environ 300) déposées en 2000 aupres des

autorités américaines ou européennes [56].

Pathologies Proportion
Cancer 72%
Maladies monogéniques 16%
Maladies infectieuses 8%
Maladies cardiovasculaires 2.6%
Arthrite rhumatoide 0.6%
Autres 0.8%
Transfert IN VIVO 48%
Transfert EX VIVO 52%
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4.2 Définitions

4.2.1 Les thérapies géniques

Il convient d’insister sur le déterminant « les ». En effet, il existe plusieurs
types de thérapies géniques : les thérapies géniques somatiques et germinales.
De plus, selon la maladie étudiée, on aura des différences en ce qui concerne les
techniques utilisées et les finalités. Ainsi donc, on assiste bien a un pluralisme

de ce genre de thérapie.

Cela dit, on pourrait parler de « la » thérapie génique dans un terme
générique au sens ou elles se rejoignent sur un grand principe de base : faire

entrer un géne dans le patrimoine génétique d’une cellule [57].

4.2.1.1 Définition du terme « thérapie génique »

La thérapie génique est une nouvelle approche de traitement ou de
prévention des maladies qui utilise le géne comme médicament. En apportant un
geéne « normal », on permet ainsi & la machinerie cellulaire de reproduire une
protéine « thérapeutique » en quantité suffisante (figure 21). On utilise le terme
de « normal » car il s’agit d’introduire le géne qu’aurait dii avoir la personne
pour fonctionner de maniere saine et viable. Quant au terme de « thérapeutique»,

il est utilis€ car on restaure bien une fonction physiologique [60].
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Figure 21 : Transfert d'un gene médicament [61].

C’est une science experimentale pour le moment.

4.2.1.2 Les thérapies géniques somatiques

Ce sont les thérapies les plus courantes qui s’intéressent aux geénes des
cellules dites somatiques, c'est-a-dire les cellules non reproductrices. Celle-ci ne
pose pas de probléemes éthiques dans la mesure ou le patrimoine génétique ne
sera pas transmis a la descendance et que I’individu concerné est d’accord pour
prendre le traitement. D’ailleurs, vu le caractére expérimental de la chose, ce
sont principalement des volontaires [57].

4.2.1.3 Les thérapies géniques germinales

Elles concernent les expériences sur des cellules reproductrices
(spermatozoides et ovules) ou encore sur des embryons. Cette derniére est
interdite par la loi. Effectivement, le génome sera transmis irrémédiablement a
la descendance et cela pose des problemes d’éthiques notamment par crainte de
dérives Eugéniques. De plus, les incertitudes scientifiques concernant les
conséquences sur les individus descendants qui viennent s’ajouter, ces thérapies

semblent condamnées a ne jamais €tre développées [57] [62].
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4.2.2 Etude du génome : définition, déroulement et apports

Le génome constitue I’ensemble des genes dans une espece donné, en

I’occurrence ici chez ’homme.

Si 'on a vu dans le principe qu’il faut remplacer un géne anormal (ou
absent), il faut encore savoir lequel remplacer et avoir a disposition le géne
fonctionnel a insérer. Cela passe par une connaissance du génome de 1’étre

humain.

A T’heure actuelle, on sait que I’ADN regroupe 3.2 milliards de paires de
bases. Il contiendrait prés de 40 000 geénes. La connaissance du génome «
normal » a été permise par des méthodes de séquencages diverses mais la
technique actuelle de référence est la méthode de Sanger basée sur I’utilisation
de didésoxynucléotides. Nous n’entrerons pas dans le détail de cette méthode car
ce n’est pas le but de notre travail, toutefois, 1l est nécessaire de savoir que grace
a cette technique on connait parfaitement la séquence de I’ADN Humain a ce
jour (voir annexe 3). La connaissance du code génétique, la bioinformatique et
les diverses avancées en biologie moléculaire ont permis de savoir quelle est la
séquence exacte de ’ADN de I’homme. Ceci est le résultat d’une coopération

scientifique internationale bien entendu vu I’ampleur du travail [63].

Si certes la connaissance du génome « normal » est une chose, il faut
cependant également connaitre le génome pathologique. Les généticiens ont
donc pendant longtemps utilis¢ la technique traditionnelle qui consistait a
s’intéresser a un gene simple en particulier, aux effets potentiels importants, puis
recherchaient de grandes familles porteuses de maladies rares et graves (ex :
mucoviscidose). Par les études dites de « linkage », ils ont pu établir des liens

entre un phénotype anormal et le gene en question sur lequel ils observaient une
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mutation. Mais cette technique n’a permis 1’identification d’alléles mutés que
pour des maladies monogéniques. Ils se sont donc ensuite lancés sur la
technique des génes candidats en se basant sur des hypotheses
physiopathologiques. Par exemple, dans le diabéte, on sait que le glucose n’est
pas assimilé, on va donc soupgonner le géne codant pour I’insuline. Et il ne reste
qu’a vérifier la présence d’une mutation sur ce géne.

Mais aujourd’hui, on réalise des génotypages a haut débit grace a diverses
méthodes de biologie moléculaire, on parle de GWAS (genome wide association
studies). L’intérét de ces manceuvres est de retrouver les variantes ou all¢les
(c'est-a-dire les versions d’un geéne) susceptibles d’étre incriminés dans une

maladie donnée [63].
4.2.3 Les biotechnologies

Si I’on décompose le mot, on reléve deux « racines » : tout d’abord,
« bioy, puis « technologie ».

En réalité, c’est la contraction de deux mots :

- « bio » pour biologie, c'est-a-dire 1’étude du vivant.

- « technologie », c'est-a-dire I’étude d’une technique.

Les biotechnologies réunissent donc deux sciences : celle du vivant, et celle
de I'ingénierie. La finalit¢ d’une biotechnologie est tout simplement de donner
naissance a des étres vivants modifiés ou non (plantes, champignons,
bactéries...) afin de produire un bien, des molécules d’intéréts (protéines,
enzymes, hormones...) ou des vecteurs (par exemple pour les thérapies géniques

dont nous verrons plus tard le déroulement de la conception) [65].
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4.3 Principe et utilisation des biotechnologies dans les
thérapies géniques

4.3.1 Principe

4.3.1.1 La théorie

Comme vu précédemment dans la définition, il suffit d’isoler un gene
d’intérét qui soit fonctionnel et de I’introduire dans le génome des cellules d’un
tissu donné pour suppléer a la fonction du géne muté responsable de la maladie
ou du moins en partie responsable. Ainsi, une fois a I’intérieur du génome des
cellules cibles, le géne sera transcrit en ARN messager, qui sera lui-méme
traduit pour donner une protéine thérapeutique qui modifiera le phénotype

pathologique, on retrouvera alors un phénotype sain [66].
4.3.1.2 La réalisation
a. Diagnostic d’une maladie
b. Connaissance de la physiopathologie
c. Incrimination d’un ou plusieurs génes mutés

d. Identification d’un gene muté particulier (celui ayant un réle majeur
dans la maladie) que l’on souhaite remplacer afin de modifier le

phénotype et de restaurer une fonction physiologique
e. Isolement du géne fonctionnel correspondant

f. Réalisation d’un vecteur contenant le gene fonctionnel que I’on

souhaite introduire
g. Mise en contact du vecteur avec les cellules cibles

h. Si tout se déroule comme voulu, le gene fonctionnel fait alors partie

intégrante du génome et le patient devrait guérir.
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4.3.1.3 Différents types de procédés d’introduction d’un géne
* Le mode EX VIVO (figure 22) :

On extrait les cellules cibles du patient puis on les met en contact avec les
vecteurs dans un milieu adapté en dehors donc de I’organisme. On réinjecte
ensuite les cellules modifiées a I'intérieur de I’individu. Ceci représente la

majorité des cas [67].
* Le mode IN VIVO (figure 22) :

On injecte directement les vecteurs au sein de I’individu dans son sang
mais ceci nécessite une parfaite connaissance et une parfaite maitrise des

vecteurs concernés. C’est la moins utilisée a I’heure actuelle [60].
* Le mode IN SITU :

Le mode est dit IN SITU lorsque I’on injecte les vecteurs directement dans
le tissu cible (exemple : trachée et bronches dans le cas de la Mucoviscidose)

[60].
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Vecteur  Cellule cible

thérapeutique

Reéinjection des
cellules
transfectees

Isolation des cellules cibles
hématopoiétiques

EX VIVO

Figure 22 : Concept de thérapie génique in vivo et ex vivo [67].
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4.3.2 Les biotechnologies utilisées en thérapie génique : les vecteurs de
transfert de genes

Un vecteur doit réunir plusieurs conditions pour pouvoir étre utilisé.

Tout d’abord, il doit étre capable de contenir le transgéne (gene
thérapeutique que 1’on cherche a introduire). Ensuite il doit pouvoir le protéger
des agressions de I’environnement (enzymes, pH, ...). Enfin, il doit pouvoir
pénétrer dans le plus grand nombre de cellules cibles possibles et leur transférer
correctement et de mani¢re durable le transgeéne (transmission aux cellules
descendantes) sans altérer le génome. Les risques doivent étre moindres par

rapport au bénéfice attendu [68].
4.3.2.1 Les différents types de vecteurs

- Les vecteurs viraux : ces derniers sont & I’heure actuelle les plus utilisés.

En effet, le principal avantage de ces vecteurs réside dans leur capacité a
s’intégrer a I’intérieur d’une cellule. Les processus de pénétration naturels sont
pour le moment les plus efficaces. Leur principal inconvénient réside dans le fait
qu’on ne peut y insérer de trop grosses séquences d’ADN et que I’on a du mal a
les produire en grande quantité. Qui plus est, leur production est coliteuse. On

utilise majoritairement des virus recombinants défectifs [66].
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On se sert principalement de trois types de virus :

a) Les rétrovirus (virus a ARN, enveloppés figure 23)

Enveloppe cytoplasmique
Glycoproteines de surface

Figure 23 : Structure d'un rétrovirus [69].

b) Les adénovirus (virus a ADN, nus figure 24)

(v
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Figure 24 : Structure d'un adénovirus [70].
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c) Les parvovirus (encore appelés les Adeno-Associated Virus ou
AAV) (virus a ADN, nus).

- Les vecteurs non viraux : ce sont des molécules d’ADN complexées avec

des macromolécules protéiques polycationiques ou lipidiques. Le couplage
réalis¢ sert a cibler des récepteurs membranaires  spécifiques
(asialoglycoprotéines, transferrine,) pour I’internalisation. Ceci permet de les
adresser vers des types cellulaires particuliers. On utilise aussi des plasmides

(morceaux d’ADN nus circulaires qui se répliquent de mani¢re autonome).

S’ils paraissent présenter plus d’avantages que les vecteurs viraux, leur
utilisation est rare car D’efficacité est trés limitée. On est capables de les
fabriquer en grandes quantités a moindre colt, ils permettent de transporter de
grosses séquences d’ADN, ils diminuent le risque de propagation de matériel
génétique et provoquent moins de réactions inflammatoires. En dépit de tout
cela les vecteurs non viraux patissent d’un manque d’efficacité par rapport aux

vecteurs viraux [66].
4.3.2.2. Structure d’un vecteur viral et conception d’une particule

virale recombinante

+ Structure :

On va utiliser dans la plupart des cas, un virus recombinant défectif, c'est-a-
dire un virus (encore appelé provirus) auquel on a enlevé les séquences codant
pour les protéines virales de I’enveloppe et de la capside (séquences
gag(capside) pol (polymérase permettant la transcription inverse du génome
viral) env (enveloppe)) ou encore de facteurs de virulence. A la place de ces
séquences, on y ins¢re le transgéne avec les séquences nécessaires a son

expression.
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On retrouve simplement comme génome viral de base les séquences
permettant sa réplication (site promotteur sp), le signal d’encapsidation (psi), les
séquences permettant son incorporation dans le génome de la cellule cible et les

LTR (Long terminal repeat) (figure 25) [66] [71].

LTR+sp+psi Transgéne LTR

Figure 25 : Structure d’un vecteur viral [66].

% Conception :

La conception est trés complexe. En effet il ne suffit pas d’avoir d’un coté
des virus et de I’autre le géne thérapeutique puis de les mettre ensemble. Le
vecteur résultant doit de plus étre inoffensif pour I’homme.

Elle se déroule en plusieurs étapes faisant intervenir d’autres systemes [72]
[73].

a) Isolement de la séquence contenant le géne thérapeutique a partir de
cellules en culture que I’on met dans un morceau d’ADN db circulaire procuré
par des bactéries : le plasmide €galement appelé « cassette d’expression ». Il
contient déja le génome viral que I’on garde. L’isolement du geéne se réalise
grace a des enzymes spécifiques appelées enzymes de restrictions (=
endonucléases = méganucléases figure 26) et sa réinsertion dans le plasmide est
permise grace a des ligases. Ces enzymes agissent en des points précis et bien

déterminés.
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On sélectionne le géne d’intérét dans une cellule en culture (figure 26) :

séquence Gene thérapeutique séquence

Figure 26 : Découpage par des endonucléases spécifiques [72].

Dans un plasmide on découpe une séquence a remplacer comme pour le

gene thérapeutique et on insert le transgeéne a la place (figure 27) :

Gene thérapeutique

Séquence plasmide ﬂ Séquence plasmide

Figure 27 : Collage par une ligase spécifique [73].

b)  Isolement de génes viraux pour les incorporer dans d’autres
plasmides (génes codant pour les protéines de structures du virus

(capside, enveloppe))

c)  Lyse des bactéries afin de récupérer les plasmides et sélection des

plasmides transformés.
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d)  Mise en contact des plasmides transformés avec des cellules dites d’
« encapsidation » ou encore dites « transcomplémentantes ». Ces
cellules vont se comporter comme des « usines », elles utiliseront
leur machinerie cellulaire pour permettre la transcription des geénes

puis leur traduction.

Les séquences contenant le transgéne s’intégreront au sein d’une capside
(adénovirus et rétrovirus) et d’une capside avec une enveloppe (pour ce qui est

des rétrovirus).

Séquences virakes inégrées dans
le génome des cellules
d'encapsidation
Génes viraux apportés dang
les celhules par un serond
vecieur
- /x‘fl
Cassetie 7 &£ N
d'expression mh;m—i ‘"‘—I*m
l |
t ¥ P
"—?’ "““Tﬂ—ﬁﬁ“‘g Protéines virales ——— - ‘*@@@
L——v——:—--————“ - E 3 k3
Promoteur de o v Particules virales vides
transeription viral Transcomplémentation = (aucun transcritencapsidé)
e
O
. ® ® @& |
£
N ; E il o
14
Particules virales défectives & & 1 ®
Infection des cellules cibles

Figure 28 : Principe de production d'un vecteur viral [74].
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e)  Pour effectuer la production des vecteurs viraux, il faut mettre dans
un milieu spécifique les cellules transcomplémentantes et les

plasmides (figure 28). On utilise pour cela des bioréacteurs.

Un bioréacteur a pour fonction de fournir un environnement contrdlé pour
une croissance et une production optimale de microorganismes ou de cellules. 1l
sert & contenir, stériliser, aérer et a agiter un milieu. Il permet également de
controler les paramétres physico-chimiques. Grace a des capteurs in Situ, on
peut connaitre et mesurer la température, la pression, la vitesse d’agitation, le
débit des gaz, le pH, le dioxygeéne dissous, le dioxyde de carbone dissous, etc...

[75].

f) La derniere étape consiste a filtrer, purifier et stériliser le bouillon
obtenu pour ne récupérer que les vecteurs viraux. Ces derniers seront

donc opérationnels et préts a étre injectés dans les cellules d’un malade.
4.3.2.3 Caractéristiques des différents vecteurs viraux

Les vecteurs viraux ne sont pas identiques, ne serait-ce que par leur
structure virale (ADN, ARN, enveloppés ou non, antigénes...), mais ils different
surtout par leurs capacités diverses (taille du geéne incorporé, capacité
d’intégration, types cellulaires visés, ...) Voici un tableau récapitulatif
(tableau 3) montrant leurs inconvénients et leurs avantages. Il n’y a pas de
vecteurs viraux parfaits, leurs différences expliquent leur utilisation selon les

cas.
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Tableau II : Caractéristiques des différents vecteurs viraux [66]
CARACTERISTIQUES Adénovirus AAV Rétrovirus
(Parvovirus)
Tropisme naturel Large Restreint Restreint

Cellules en

Cellules en

Cellules en

prolifération et prolifération et prolifération
cellules Cellules (tous) ou
quiescentes quiescentes quiescentes
(spumavirus et
lentivirus
uniquement)
Persistance du non Oui (forme Oui (forme
vecteur dans les intégrée) intégrée)
Cellules
Taille limite de 7.5a30kb <5kb 8 kb
I’insert
Immunogénicité forte Faible a nulle Faible
conférée par les
vecteurs aux
cellules infectées
Facilité de +++ +/- +a++
production et de
conservation du
Vecteur
Champs Pathologies Pathologies Pathologies
d’application tumorales chroniques chroniques
Prévalence des Approx. 50% Approx. 30% 0% hors
anticorps naturels situation
dans la population pathologique
Humaine
Persistance du Forte Forte Moyenne a
vecteur en milieu (administration (administration Faible
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Extérieur possible par possible par (infection ex
(possibilité de voie voie orale) vivo ou
traitement par voie respiratoire) injection
locale) systémique)
Titre apres 1079 a 10™11 1076 2 10”8 1076 a 10”8
Concentration

(cfu/mL)

Absence de virus oui Oui Oui
compétent pour la

Réplication

Intégration dans le non Oui Oui
Génome

Transferts de génes oui Non Non
Viraux

Risques de oui Oui Non

mobilisation chez
I’Homme par du

virus sauvage
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4.3.2.4 Effets indésirables

Comme dans tout traitement, on ne parvient pas a réaliser un transfert
parfait. En d’autres termes, il existe des effets indésirables plus ou moins graves.
Pourtant, si I’on a développé les thérapies géniques, c’est dans le but de les
réduire et de parvenir a soigner des maladies jusque-la orphelines sans
traitement, ou des pathologies a I’issue fatale. Cependant, la chose n’est pas
aisée.

Si on se base sur la théorie, on devrait s’attendre a ne rien observer de
nuisible. Effectivement, si un géne est déficient, on le remplace par le variant
fonctionnel et les fonctions physiologiques habituelles devraient se mettre en
place. Malheureusement, de la théorie a la mise en pratique, deux phénomenes
interviennent. Premiérement, on utilise un vecteur pour amener le géne sur son
site et le transférer. Est-il inoffensif ? Et deuxiémement, le transfert est-il
correctement réalisé par ce vecteur ? On va donc observer deux types d’effets
indésirables : ceux li€s au vecteur, et ceux liés a I’implantation du géne et de son

expression.
= Les effets indésirables liés au vecteur (tableau II) :

Un vecteur va pénétrer dans [’organisme, quel que soit le mode
d’introduction du géne (in vivo, ex vivo, in situ). Or, un vecteur dérive d’un
virus, c¢’est donc un corps étranger au sein d’un individu. Méme si ’on enléve
les parties dangereuses du génome (parties réplicatives et virulence), il y a
toujours un potentiel antigénique présent. Autrement dit, il confére un éventuel
pouvoir immunogene aux cellules cibles car celles-ci sont infectées. A noter que

le mode ex vivo limite le risque de réaction inflammatoire, car on a un type de
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cellule bien précis qui se trouve étre porteuse, donc on a moins de charge virale
nécessaire au traitement alors que dans le mode in vivo, la spécificité est moins

facile a obtenir.

L’immunogénicité est variable selon les virus, les plus fortement
immunogenes d’entre eux sont les adénovirus, il arrive méme parfois qu’ils
solent associés a des traitements immunosuppresseurs pour une meilleure

tolérance [76].

» On peut avoir des effets indésirables de types inflammatoires avec
éventuellement développement de maladies auto-immunes par
mimétisme moléculaire (une structure du vecteur déclenche une
réaction immunitaire et cette méme structure ressemble a une autre de
I’organisme, les anticorps se dirigent donc contre les deux).

» On craint également d’éventuelles recombinaisons avec des virus

sauvages.

* Les effets indésirables liés a D’implantation du transgéne

(figure 29) :

Lorsque le vecteur transfert le géne, ceci est réalis¢ de manicre aléatoire en
théorie. Autrement dit, le transgéne s’ins€re n’importe ou sur le chromosome et
peut donc modifier ’expression d’un gene actif, voire activer la synthése d’un
geéne « endormi » a proximité de son insert. On parle d’insertion génotoxique.
Mais la probabilité qu’il s’insére au sein d’un geéne actif est négligeable (1.10”-
5, soit sur 1076 cellules traitées, une a dix d’entre elles voit un gene actif

perturbé). Théoriquement, on ne devrait rien observer [77].
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Nous allons voir cependant au travers de I’exemple vu précédemment
concernant le SCID-X a I’hopital Necker (Paris) que deux enfants sur dix ont

développés une leucémie apres traitement par une thérapie génique.

Le traitement se réalisait en mode ex vivo, il consistait a introduire le gene
fonctionnel codant pour un récepteur de I’interleukine 2 dans des précurseurs de
lymphocytes. Le transgene considéré a été principalement inséré aupres d’un
proto-oncogene qui a activé LMO2, un gene impliqué comme facteur de
transcription dans 1’hématogénése et qui aurait donc favorisé une prolifération

incontrélée des cellules sanguines chez deux enfants.

Cette malheureuse expérience a donc montré qu’il existe des zones
privilégiées d’inserts. Cependant, un troisi¢eme enfant a principalement regu le
transgene pres de LMO?2 et n’a pas développé de leucémie. Ceci tend a montrer

qu’il existe d’autres facteurs impliqués [77].

On retrouvera souvent des leucémies ou des lymphomes comme dans cette

malheureuse expérience.
* Les problémes d’expression du transgene (figure 29) :

L’expression du transgéne n’est malheureusement pas stable.
Effectivement, les séquences en charges de 1’expression sont souvent reconnues
par la cellule comme des parties étrangeres et sont donc inactivées. Le transgéne
ne peut donc plus s’exprimer. Ou comme vu précédemment, les propriétés
immunogenes des vecteurs vont provoquer la destruction des cellules modifiées
[76]. 11 faudra donc procéder a des traitements réguliers en cas de tels

phénomenes.
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Transgene

R —

Hétérochromatine “—— FEuchromatine

Figure 29 : Conséquences de I’intégration d’un transgene au sein d’un génome héte [78] :

1. L’intégration au sein de I’hétérochromatine ne permet généralement pas

I’expression du transgene et n’a aucune conséquence sur le génome de I’hote.

2. L’intégration au sein de 1’euchromatine, entre les geénes est la situation
idéale. Le transgéne peut s’exprimer sans modification de I’expression du

génome de 1’hote.

3. L’intégration au sein d’une région régulatrice de la transcription peut
avoir plusieurs conséquences. Le transgene s’exprime dans la majorité des cas
mais son expression peut éEtre modifice par les ¢éléments régulateurs
environnants. En parall¢le, les ¢léments régulateurs présents dans la cassette
génique peuvent modifier 1’expression des genes environnants voire empécher

I’expression d’un gene actif.

4. L’intégration au sein d’une région transcrite d’un gene (ici, gene X)
permet 1’expression du transgéne mais peut bloquer I’expression du géne X ou

provoquer la production d’une protéine mutée a partir de ce gene.
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Les situations 3 et 4 sont les plus dangereuses car elles peuvent conduire a
de graves mutations et a I’apparition de cellules tumorales. Il est donc crucial de
pouvoir contrdler les sites d’insertion des transgénes par 1’étude et la sélection

des vecteurs.

4.3.2.5 Perspectives d’amélioration

En parallele de ’amélioration de la structure des vecteurs (viraux et non
viraux), la recherche s’intéresse aussi a des méthodes permettant d’augmenter le
taux de transfection et la stabilit¢ de I’expression du transgene tout en diminuant
la toxicité en faisant appel a différents systémes. Voici quelques exemples de
méthodes prometteuses. Il est a noter que ces molécules peuvent aussi étre

utilisées seules comme vecteur.

a. Les nanoparticules magnétiques

Il est possible d’attacher un vecteur (viral ou non) a une nanoparticule
magnétique telle que la magnétite(Fe304) ou maghémite (Fe203) (sous forme
de cristal de 5 a 20 nm). Il est alors possible de guider le vecteur (et I’ADN qu’il
transporte) injecté par voie intraveineuse ou intrapéritonéale par un aimant

positionné au niveau du site ciblé et qui crée un champ magnétique localisé [79].

Zheng et al ont montré qu’il était possible de créer un vecteur stable a partir
de PEI et d’oxyde de Fer magnétique et que ce vecteur pénétrait les cellules par

voie d’endocytose (Figure 30).

78



Vecteurs
(PEI+oxydes de Fer)

Légende

(1) : Administration du vecteur
(2) :Endocytose

(3) :Relargage intracellulaire

(4) Entree dans le noyau

Forces

électrostatiques
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(5) : Expression
(6) : Traduction
(7) : Expulsion de 'oxyde de Fer
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Figure 30 : Schématisation du fonctionnement d’un vecteur magnétique codant pour

I’expression d’une protéine fluorescente [80].
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Wang et son équipe ont prouvé que leur vecteur magnétique, fabriqué a
partir de PEI, chitosane et de nanoparticules d’oxyde de Fer incluses dans des
micelles, était non toxique pour les cellules transfectées, biocompatible et siir en

utilisation in vivo [81].

Mannell et al ont démontré que 1’utilisation de nanoparticules magnétiques
en association avec la technique de sonoporation permettait de guider les
microbulles vers le tissu cible et d’augmenter ainsi le taux de réussite de cette

technique [82].

L’utilisation d’un champ magnétique a aussi pour effet d’augmenter le taux
de transfection par agrégation en un cours laps de temps de trés nombreux
vecteurs autour des cellules cibles ce qui augmente la probabilité qu’un vecteur
pénetre la cellule. Les mécanismes de pénétration ne semblent pas modifiés par
le champ magnétique. L’utilisation d’un champ pulsé par rapport & un champ
statique augmenterait encore plus le taux de transfection. L’étude de 1’utilisation

d’un champ magnétique alternatif doit encore étre approfondie [83].

Cette méthode, qui en est a ses débuts, serait une solution parfaite pour le
ciblage des tissus a traiter lors d’utilisation de vecteurs non viraux ainsi que pour
réduire la quantité de vecteurs nécessaires a une transfection efficace (de fortes
doses de vecteurs provoquant le plus souvent une toxicité ou une réponse

immunitaire) [79].

80



b. Les systemes transposon/transposase : Sleeping Beauty

Le systéme Sleeping Beauty est 1’association d’un transposon (séquence
d’ADN mobile) avec une transposase, enzyme qui catalyse 1’excision et la
réintégration du transposon. Ce systéme a été découvert chez la souris. La

Figure 31 montre le fonctionnement du systéme transposon/transposase.

|Fl_

l 1. Liaison des transposases

l 2. Formation des complexes de transposition

Légende 5 3
_— 3. Excision
- IR (rectangles oranges) : séquences répétées

bordant le transposon

- Sphéres vertes : Transposases

O

i 4. Reconnaissance du site cible

O

i 5. Insertion

Figure 31: Schématisation du fonctionnement d’un systéme transposon/transposase

[84].



Associ¢ a une séquence d’ADN sous la forme d’un plasmide, le systéme
Sleeping Beauty est capable d’intégrer la séquence génétique d’intérét dans le
génome de la cellule transfectée [85]. Afin de parfaire ce systéme, de nouvelles
transposases plus efficaces ont été¢ développées. Le systeme amélioré s’appelle

Sleeping Beauty hyperactif [86].

D’autres systémes transposons/transposase (Tol2, PiggyBac) sont connus,

mais semblent moins efficaces que le systeme Sleeping Beauty [87].

L’avantage de ce systéme, par rapport aux vecteurs viraux et aux autres
systémes transposon/transposase est que son intégration semble étre dirigée vers
des lieux sirs (« safeharbor »), loin des genes transcrits et que son
promoteur/enhancer est peu actif ce qui empéche la surexpression de genes

environnants.
c. Les aptaméres

Les aptaméres sont des séquences d’acides nucléiques, simple brin, de
petite taille capables de se lier spécifiquement & des protéines ou a d’autres
cibles cellulaires. Leurs séquences sont congues a partir de banques de
séquences et sélectionnées par différentes méthodes de sélection comme SELEX
(Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment) ou plus
récemment AptaBid. Ils ont I’avantage de ne pas déclencher de réponse
immunitaire, mais ont une demi-vie courte due a 1’action des nucléases. Il est
possible de les modifier (modification des nucléotides en fin de séquence afin
qu’ils ne soient pas reconnus par les endonucléases, utilisation de nucléotides
modifiés dans la séquence comme les 2’-O pyrimidines modifiées) afin

d’allonger leur demi-vie.
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Les aptameéres peuvent étre utilisés comme vecteurs en thérapie génique
grace a leur grande spécificité et leur capacit¢ a se lier & des protéines
membranaires permettant leur internalisation. Cependant, ils ne peuvent

transporter que des séquences nucléiques de petite taille (comme les siARN).

Les aptameres peuvent aussi €tre utilisés pour renforcer ou créer une
spécificité de tissu : positionnés en surface d’un vecteur, ils peuvent agir comme
le feraient des anticorps en ciblant une protéine de surface vis-a-vis de laquelle

ils présentent une affinité.

Leur derniere utilisation consiste a les employer en tant qu’outil de thérapie
génique car ils peuvent, en se liant, inhiber les fonctions de certaines protéines,

telles que les facteurs angiogéniques [88].

Kotula et son équipe ont démontré in vitro que I’utilisation de chiméres
comprenant un aptamere et une protéine nucléolaire appelée la nucléoline,
. . . Ve & 9 r A .
permettait une livraison efficace de la séquence nucléique d’intérét directement

dans le noyau cellulaire — KOTULA et [89].

Le tableau III: compare les vecteurs utilisés en thérapie génique et

présentés dans cette thése
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d. Le systeme CRISPR / Cas9

Les CRISPR sont des séquences d’ADN non codantes. Elles appartiennent
au systetme de défense immunitaire des bactéries et des archées. Lors d’une
infection par un virus ou un bactériophage, il y a insertion d’une séquence
d’ADN étrangere au génome de la bactérie ou de I’archée ce qui active les
CRISPR. Le systeme CRISPR fonctionne en trois phases [90] :

* Premi¢rement, il faut qu’il y ait insertion de I’ADN étranger au sein de
la séquence des CRISPR.

= Cette insertion déclenche la transcription des CRISPR en ARN
(appelés crARN) par des protéines associées aux CRISPR ou Cas.

= D’autres protéines Cas prennent en charge les crARN et forment un

complexe capable de dégrader I’ADN étranger.

La figure 32 montre le fonctionnement schématique du systéme CRISPR.

Génes Cas CRISPR (locus)
l'—’

I—J l Transcription
l Protéines Cas A1A2A3 A4ASASA7ABAY A Pré crARN

l

-— - k‘a _% -—‘% _-% »—ﬂ
Clivage du '\ Interférence Assemblage * R . ‘a —-a —a
génome Complexe crARN matures
i > CRISPR / Cas

Figure 32 : Fonctionnement schématique du systeme CRISPR [91].
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Les caractéristiques les plus spécifiques de ce mécanisme sont la
spécificité trés grande (il cible trés précisément une séquence d’ADN), la
modularité (L’ARN et la protéine sont distincts : on peut facilement produire
I’ARN target sans devoir changer I’enzyme ; et on peut modifier I’enzyme sans
perdre la spécificité de ’ARN), enfin la possibilit¢ de le combiner avec les
mécanismes de réparation pour non seulement couper mais remplacer une

séquence par une autre [92].

Par ailleurs, le systéme CRISPR/Cas9 présente de nombreux « avantages »

par rapport aux autres systémes de coupure du génome :

Le premier avantage concret que représente cette technique pour les
techniciens de laboratoire est de pouvoir étre déclinée plus facilement que les
méganucléases, Talen ou autres nucléases a doigt de zinc. Car avec
CRISPR/Cas9, il « suffit » aux techniciens de changer la seule séquence guide
pour que cet outil soit utilisé pour différents lieux de coupure. Dans le cas des
nucléases a doigt de zinc par exemple, il est nécessaire de reconfigurer
I’ensemble de I’outil pour le faire changer de cible. Par ailleurs, le complexe
CRISPR/Cas9 coupe ’ADN plus précis€ément que les protéines Talen dont le
niveau de précision était pourtant - et est toujours - un des arguments « de vente

» [93].
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Chapitre V :

Les enjeux économiques
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5. LES ENJEUX ECONOMIQUES

5.1. Evolution actuelle du secteur Pharmaceutique

Le colt de la recherche et du développement était, dans les années 1963-
1975, d’environ 175 millions de dollars puis de 868 millions de dollars en 2006
par molécule mise sur le marché [94]. 1l exclut les colits du marketing et de la
commercialisation qui, s’ils sont inclus, font monter 1’addition a 1,7 milliard de

dollars.

La figure 33 représente I’augmentation des dépenses liées a la recherche et

au développement depuis une vingtaine d’années qui ne tend pas a s’apaiser.

T0f

60

504

40

—o— Membres de PhRMA

30

Colts en milliards de dollars

—#— Industrie pharmaceutique en
totalité

204

104

1980 1990 2000 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010
Années

Figure 33 : Evolution du coft de la recherche et du développement pharmaceutique,
des années 1980 a 2010 pour les membres de PARMA et I’industrie

pharmaceutique en totalité [95].
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Il s’agit, bien slr, d’une moyenne, le colit pouvant étre beaucoup moins
important pour une molécule issue d’une modification d’'une molécule déja
commercialisée, ou lorsque la concurrence est faible, nécessitant moins de
patients pour les essais cliniques (le nombre de patients inclus dans les essais
cliniques a considérablement augmenté durant les derniéres 35 décennies,
entrainant une augmentation du colit du développement). En effet, les essais
cliniques et surtout la phase III (de grande ampleur et nécessitant de nombreux
patients a travers le monde) sont les plus cotiteux lors du développement d’un

médicament.
5.2. Les cofits de la recherche et du développement dans 1’avenir

Depuis 2005, le marché pharmaceutique mondial a amorcé un
ralentissement confirmé en 2009 avec une croissance d’a peine 3,5 %. Ce
ralentissement résulte principalement de la fin des brevets de nombreux
blockbusters, de la concurrence précoce des génériques et du faible taux de
nouvelles entités chimiques lancées sur le marché alors que le colt de la

recherche et du développement ne fait qu’augmenter [96].

Cependant, d’importants changements ont eu lieu aux Etats-Unis, surtout
depuis I’¢élection de Barack Obama a la présidence et ses projets de réforme du
systeme de santé grace auxquels les prix des médicaments seront de plus en plus
encadrés. Actuellement, si les prix sont libres, les rabais accordés aux Health
Maintenance Organizations doivent étre appliqués a 1’Etat, réduisant ainsi la
marge des sociétés pharmaceutiques. En Allemagne, les laboratoires ne peuvent
plus fixer librement leurs prix. D’autre part, le NIH contribue pour une part
importante a la recherche fondamentale pharmaceutique aux Etats-Unis. Aprés

une croissance tres rapide, a partir de 1998, de son budget alloué a la recherche,
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ce dernier tend a plafonner : les demandes pour 2008 sont de 29,23 milliards $

contre 28,9 milliards en 2007.

PhRMA Member New Drug
I R&D Spending . Approvals (NMEs)
60 $43.. $45
£40

_ 50
< $32.1 333 $35 =
Z 40 $29.8 §30 2
= Pharma i
2 Innovation $25 g
a 30 27 Gap
g 24 8 $20 &
2 21 g

20 17 17 $15 =
Q
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z $10
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Figure 34 : La lacune innovative : depuis une vingtaine d’années, les cotts
de la R&D augmentent alors que les médicaments approuvés

par la FDA tendent a diminuer, créant ainsi une lacune [97].

Sur la figure 34, il est facilement observable que, malgré 1’augmentation
quasi constante des colits de la recherche et du développement pour les
entreprises pharmaceutiques du groupe PhRMA, le nombre de nouveaux
médicaments approuvés par la Food and Drug Administration tend plutdt a
diminuer depuis 10 ans.

Ainsi, de moins en moins de médicaments sont mis sur le marché. On

estime qu’entre 2000 et 2003, seulement 8 % des produits en développement ont
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été approuvés [98]. Le nombre total de médicaments approuvés a été¢ réduit de
50 % depuis 1999. Exemple, en oncologie, seulement 5 % des médicaments sont
passés de la premicre utilisation chez ’homme a I’autorisation de mise sur le
marché [99].

De plus, le marché¢ pharmaceutique a perdu la puissance de ses
blockbusters depuis la mise en place des génériques. L’arrivée de la molécule
générique entraine une baisse des prix de I’ordre de 40-50 % en France, 45 % au
Royaume-Uni et 70 % aux Etats-Unis dans les deux a cinq ans qui suivent son
arrivée dans le domaine public. On s’attend ainsi a un ralentissement durable de
la croissance du marché pharmaceutique jusqu’en 2011-2012 [100].

Selon une étude de I’agence de notation Fitch Ratings publi¢e fin 2010, des
médicaments représentant 39,5 % du chiffre d’affaires 2009 de BMS devraient
perdre leurs brevets entre 2010 et 2012. Une proportion qui est de 33,5 % pour
Eli Lilly, 33,4 % pour Amgen et 32,3 % pour Pfizer.

Derriere ces quatre groupes, les laboratoires suivants présentent une
proportion de ventes exposée a ce risque nettement moindre : 14,1 % pour
Merck, 12,5 % pour GlaxoSmithKline (GSK), 11,1 % pour AstraZeneca
et 9,8 % pour Sanofi-Aventis.
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5.3. Modifications de la recherche et du développement liées a

la médecine personnalisée

La médecine personnalisée peut modifier la durée et le colt du
développement, les revenus et la durée de vie du produit et les ventes et
I’adoption par le marché. Les cofits de développement peuvent étre diminués car
la stratification de la population peut réduire le nombre de personnes requises

. .« . . 9 . 71 9 L4
pour les essais cliniques, diminuer le nombre d’essais et améliorer I’innocuité
des essais cliniques. Ainsi, les critéres d’inclusion et d’exclusion peuvent étre
mieux définis par des techniques de pharmacogénomique. Par exemple

I’imatinib (Glivec®) a été approuvé par la FDA en 3 mois avec un temps de

développement, entre la 1°° dose chez ’homme et I’approbation par la FDA,
mférieur a 4 ans.
Traditional Clinical Trials Pharmacogenomics-Based Trials
10-12 years 3-5 years
i Broad Patiant Papulatisn Reupondsrn Only

Figure 35 : La durée des essais cliniques bas¢s sur la pharmacogénomique
pourrait etre diminuée significativement grace a une pré-sélection des patients

en fonction de leur réponse a une thérapie [101], [102].
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La figure 35 compare le temps de développement clinique traditionnel des
médicaments, soit 10 a 12 ans, a une estimation du temps que prendrait le
développement d’un médicament basé¢ sur des tests pharmacogénomiques

utilisant uniquement des patients répondant au traitement.

Ainsi, les entreprises doivent développer de nouveaux critéres lors de la
sélection des patients pendant les phases II et III des essais cliniques. Pour cela,
I’étude doit étre envisagée de telle sorte que les patients sélectionnés pour la

phase II aient un maximum de réponses et un minimum d’effets indésirables.

L’organisation des essais cliniques devrait alors étre repensée en utilisant

par exemple ces deux modeles proposés par la FDA

Tous les patients sont Médicament
testés mais les résullats étudié
Tous les patients ne sont pas wilisés pour
k& rarshosmistion
lacebo
Traiteme nt
—i | st T

-+ Placebo

0 -
. Biomarqueurs
E testés avant

randomisation

+ Traitement

H Test -

* Placebo

Figure 36 : Arbre décisionnel de la mise en place du traitement lors des essais cliniques
en phase I et II (en haut) et pour la phase III (en bas) en fonction des tests

pharmacogénomiques ou pharmacogénétiques [103].
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Sur la figure 36, dans le cas représenté en haut (qui serait principalement
utile pour les phases I et II), tous les patients sont testés mais les résultats des
tests n’influent pas sur le traitement regu, les données concernant le
polymorphisme génétique par exemple seront ensuite comparées aux effets
secondaires ou aux variations de la réponse au médicament, facilitant ainsi le
choix des patients pour les études de phase III.

Cependant, le colt du développement peut aussi étre augmenté par la
nécessité de développer un biomarqueur clinique qui soit validé et approuvé en
tant que diagnostic. De plus, en augmentant le taux d’exclusion des nombreux
patients qui ne permettent pas la validation du biomarqueur et conduisant ainsi a
I’augmentation des sites d’investigation en compensation, les colits des essais
cliniques et le temps requis pourraient augmenter. Ces ¢études seront alors
limitées aux polymorphismes répandus. Il serait beaucoup trop difficile

d’accumuler suffisamment de sujets présentant des variantes génétiques rares.
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Figure 37 : Différents types de traitements a haut revenus (les chiffres
entre parenthese correspondent au nombre de patients en centaines et au prix

par an et par patient en dollars) [104].

La figure 37 montre que la différence entre les blockbusters et les autres

médicaments. Les blockbusters classiques, tels que ’atorvastatin (Lipitor®),
sont prescrits chez une large population de patients. La médecine personnalisée,
qui a pu démontrer sa supériorit¢ pour des populations plus faibles, peut
¢galement entrainer des bénéfices importants grace a son colt élevé et a son
taux d’adoption. A I'autre extrémité, on retrouve les médicaments orphelins, qui
représentent souvent la seule alternative pour une petite population souffrant de
la maladie en question, et qui peuvent donc demander un prix ¢élevé s’ils sont

efficaces et la maladie est suffisamment sévére.
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La médecine personnalisée diminue également, pour les laboratoires, le
potentiel de patients pour un médicament, induisant ainsi de plus faibles
revenus. Cependant, en pratique, les recettes des laboratoires pourraient
augmenter car la médecine personnalisée déclenche une adoption plus rapide et
plus importante, ceci grace aux performances cliniques supérieures et aux
chiffres d’affaires provenant des biomarqueurs. De plus, une efficacité ou
innocuité¢ améliorée par rapport au traitement standard permettent plus
facilement de donner a ces traitements un prix fort, exemple : le bevacizumab
(Avastin®) est facturé a environ 100 000 $ par an, soit le double des traitements

standard pour le cancer colorectal.

L’imatimib a généré un bénéfice d’environ 2,5 milliards de dollars, & un
prix d’environ 43000 $ par patient et par an ou par cycle de traitement, soit
environ 55 000 patients traités par Glivec®, comparés a 500 000 patients traités

par le tamoxifene qui génére 630 millions de dollars de recettes.

Avec ces nombreux parametres, 1’effet net sur les recettes sera donc
différent selon le médicament.

La combinaison d’un test diagnostic avec une thérapie peut permettre
d’atteindre des populations sous-diagnostiquées et des populations « sous-
traitées ». L’utilisation d’un diagnostic pour le suivi d’un traitement peut

encourager 1’observance et engranger des bénéfices sur le long terme [104].
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Figure 38 : Effets potentiels de la médecine personnalisée

sur la valeur économique des thérapies [104].

La figure 38 démontre que I'utilisation d’un diagnostic réduit la taille
de la population traitée et donc le marché potentiel (market size), mais une
efficacité et innocuité rehaussées augmentent les parts de marchés (market
share) car ce traitement est préféré aux autres. Une expansion du marché se
produit en touchant des patients n’ayant pas un large acce€s aux traitements.
Et au final, I’augmentation de I’observance grace au suivi diagnostic et a

I’amélioration de la tolérance peut également augmenter la taille du marché.
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Tableau IV : Futur potentiel du développement des médicaments (d’apres [104])

Parameétres De nos Tendance Futur proche | Futur éloigné
jours actuelle

Durée des brevets (années) 20 20 20 20
Durée de développement 10 14 5 10
(années)
Coiits de développement 1 2 0.25 0.5
(milliards de $)
Durée de vie des ventes 10 6 15 10
(années)
Ventes annuelles moyennes 0.5 2 0.25 0.33
(milliards de $)
Marge brute 80 % 50 % 80 % 65 %
Profit brut (milliards de §) 4 6 2.4 2.15
Retour sur investissement 4 3 9.6 4.3

(milliards de $/an)
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Le tableau IV présente des prévisions relatives a I’évolution du temps et du
colit de développement, a I’impact sur les ventes, aux parts de marché et aux
marges que pourrait induire 1I’implication des entreprises pharmaceutiques dans
la médecine personnalisée. Le temps de développement serait d’abord diminué
avant de revenir a la durée actuelle. Les cofits de développement seraient
diminués de moiti€¢ a long terme. Les ventes annuelles, quant a elles,
diminueraient tout comme les marges et les revenus sur la durée de vie du
produit mais, finalement les retours sur investissement seraient un peu plus
importants qu’actuellement. A moins long terme, ces revenus seraient méme

trés importants.

Au final, les entreprises pourraient bénéficier de la mise en place d’une
politique de recherche sur les biomarqueurs et d’investissement dans la
médecine personnalisée. Cependant, cette route risque d’étre longue, hasardeuse

et coliteuse sur les premieres années.

Toutefois, le colt du séquencage génétique a diminué¢ de 100 millions de
dollars @ moins de 10000 dollars en 10 ans, ceci grace a I’automatisation des
méthodes, a I’avancée des techniques et surtout a 1’aide de plans tels que le «
$1,000 genome grant », créé par le National Human Genome Research Institute
(NHGRI), fond¢ par le National Institute of Health (NIH). II a accordé¢ 32
millions de dollars pour aider au développement de technologies permettant
d’améliorer le séquencage, en terme de qualité et de rapidité, de I’ADN tout en
réduisant le colt de cette opération. Ceci va permettre d’étendre 'utilisation de

la génomique dans les recherches biomédicales et la santé.
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Sur la figure 15, la diminution du colt du séquencage du génome humain a
surtout pris de ’ampleur depuis janvier 2008, période a partir de laquelle la
courbe se sépare nettement de la droite représentant la loi de Moore’s (qui décrit
une tendance longue dans I’histoire informatique impliquant la multiplication

par deux de la puissance des processeurs tous les 2 ans).

Dans ce climat ou le colit du séquencage n’est plus un obstacle, ou les
agences réglementaires telles que la FDA approuvent plus facilement des
produits issus des biotechnologies que des médicaments classiques et ou la
recherche et le développement pharmaceutique subissent un fort ralentissement,
la croissance des produits biotechnologiques est fortement compréhensible (voir

figure 39).

LA MONTEE EN PUISSANCE DES ENTITES BIOLOGIQUES
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Figure 39 : Montée en puissance des entités biotechnologiques en développement. La part des
produits biotechnologiques représentait en 2006, 40 % des produits en développement alors

qu’elle n’était que de 9 % dans les années 1995 [105].
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5.4. L’autorisation de mise sur le marché facilitée par les
biomarqueurs

Le Panitumumab (Vectibix®), anticorps monoclonal spécifique du
récepteur a I’EGF, produit par Amgen, est prescrit pour le traitement des cancers
colo-rectaux métastatiques exprimant I’EGFR. Avant que le biomarqueur
associ¢ (KRAS) ne soit découvert, les instances réglementaires européennes
était réticentes a 1’idée d’approuver ce médicament, déclarant que les bénéfices
¢taient insuffisants en comparaison des risques. La découverte d’un marqueur
permettant d’identifier les patients répondeurs a facilit¢ 1’approbation
européenne et le lancement de ce médicament (en combinaison avec un test)

[106].
5.5. La renaissance de médicaments grace aux biomarqueurs

L’utilisation de biomarqueurs pharmacogénomiques pourrait également
permettre de « ressusciter » des médicaments qui se sont montrés
insuffisamment efficaces lors de leur développement ou ayant provoqué trop
d’effets indésirables (une fois sur le marché ou pendant le développement). Des
analyses rétrospectives des données des études cliniques pourraient permettre
d’identifier les répondants et un génotypage ultérieur de ces sujets pourrait
permettre d’identifier un biomarqueur aidant a prédire la réponse au
médicament. Si le médicament a ¢été retiré du marché a cause d’effets
indésirables, les données pharmacogénomiques pourraient procurer les preuves
nécessaires permettant sa  réintroduction. Le Lotronex®  (alosetron,
GlaxoSmithKline) en est un exemple. Peu apres avoir regu I’approbation de la
FDA, ce médicament a été retiré du marché suite a des effets indésirables dont
des complications intestinales séveres. En 2004, la FDA a autorisé son retour sur
le marché selon certaines conditions, dont des analyses pour déterminer si les
variants du cytochrome P450 sont responsable de la métabolisation de
I’alosetron [52].
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6. QUESTIONS ETHIQUES

La médecine personnalisée repose sur des bases génétiques. Ainsi, a partir
du moment ou le patient subit des tests génétiques (pharmacogénomiques,
pharmacogénétiques), les nombreuses questions €thiques relatives a la génétique

sont soulevées.

6.1 Biobanques

La mise en place de biobanques est primordiale pour le stockage des

¢chantillons biologiques et des informations génétiques.

Les conditions de conservation doivent permettre une détérioration
minimale des prélévements et une protection des données. Les bases de données
sont séparées des bases d’échantillons et des réseaux hautement sécurisés

permettent de faire le lien entre un échantillon et les données correspondantes.

Une des questions principales qui se pose par rapport a ces biobanques est

celle de la propriété des données. Les approches sont différentes selon les pays :

¢ En Islande, avec par exemple la base de données de CODE, I’Etat a un
« droit de garde » sur les échantillons biologiques et les donneurs
gardent leur droit de propriété,

e Tonga et I’Estonie rendent le gouvernement propriétaire mais des lois

permettent une forte protection des droits des donneurs.
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Afin de garantir le respect des conditions de conservation des échantillons
ainsi que la protection des données relatives aux patients, I’OCDE et le German
National Ethic Council ont publi¢ des lignes directrices sur les biobanques et sur

les bases de données de recherche en génétique humaine [107], [117].

Dans ces textes, ainsi que dans les inquiétudes publiques, de nombreuses

questions sont soulevées.

e Beaucoup de biobanques sont faites de telle sorte que les
¢chantillons et les informations soient conservés pour de nombreuses
années. Ceci pose la question du degré de spécificité requis lors du
consentement du donneur. Par exemple, une recherche ultérieure
peut-elle étre réalisée sans demander de nouveau le consentement du
donneur ou faut-il a chaque fois le rechercher pour obtenir son
consentement ?

e De nombreuses collections d’échantillons humains ultérieurement
¢tablies pour des diagnostics médicaux ou pour la découverte de
thérapies ont acquis une valeur importante pour la recherche li¢e au
développement de nouvelles techniques d’analyses génétiques. Dans
la majorité des cas, les donneurs n’auront pas autorisé 1’utilisation de
leurs échantillons pour de telles recherches. D’ailleurs, si la personne
est décédée, comment obtenir dans ce cas son consentement ?

e  Pour une utilisation optimale des biobanques, il serait appropri¢ de
lier les données et les informations provenant de plusieurs sources.
Avec les nouvelles techniques informatiques et Internet, les données
des biobanques peuvent étre échangées et mises en commun, faisant
passer la quantit¢ devant la qualité a laquelle le donneur avait

consenti au départ.
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e L’anonymisation des échantillons est-elle encore réalisable ?
sachant que si un échantillon démontre qu’un patient est porteur
d’un variant indiquant qu’il présente, par exemple, un risque
supérieur d’effet indésirable, comment le retrouver si cet échantillon
a ¢ét¢ anonymisé ? Et s’il n’y a pas d’anonymisation, 1’aveugle,
permettant de diminuer les biais lors des études cliniques, serait alors
impossible.

Le niveau de sécurisation informatique doit étre trés important et la
charge de données risque de dépasser les capacités actuelles des
réseaux informatiques. La bioinformatique doit donc encore évoluer

avant que ces questions ne soient totalement résolues.
6.2 Brevetabilité du vivant

Selon la déclaration de 'UNESCO du 11 novembre 1997, le génome
humain est un patrimoine de I’humanité et il ne peut faire 1’objet de

commercialisation.

De plus, la convention sur le brevet européen déclare que « ne sont
considerées comme des inventions [...] les découvertes ainsi que les théories
scientifiques ». N1 I’ADN, ni le génome humain ne sont alors brevetables car il

s’agit de découvertes.

La directive 98/44/CE du Parlement Européen et du Conseil du 6 juillet
1998, relative a la protection juridique des inventions biotechnologiques (voir
annexe 3), prévoit, quant a elle, dans Darticle 5 paragraphe 1, « Le corps
humain, aux différents stades de sa constitution et de son développement, ainsi
que la simple découverte de ses éléements, y compris la séquence partielle d’un

gene, ne peuvent constituer des inventions brevetables. »
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Cependant, selon cette méme directive, dans le paragraphe 2 de I’article 3,
« Un élement isolé du corps humain ou autrement produit par un procédé
technique, y compris la séquence partielle d’un gene, peut constituer une
invention brevetable, méme si la structure de cet élément est identique a celle

d’un élement naturel. » [108]

Myriad Genetic n’a pourtant pas hésité a poser plusieurs brevets, de 1997 a
2001, sur les genes BRCA1 et BRCA2 impliqués dans des formes familiales du
cancer du sein et de I’ovaire, ainsi que sur un test de dépistage facturé 3 000 §.
Ces brevets garantissent au laboratoire un monopole de 20 ans (suivant la date
de dépdt du brevet). Ils procurent des droits exclusifs sur toute information ayant
trait a ces génes ou en découlant de méme que sur toute méthode mise au point
pour le diagnostic et le traitement des cancers héréditaires du sein et de 1’ovaire.
Cependant, de nombreux détracteurs se sont opposés a ces brevets et au test de
dépistage associé. En effet, I’Institut Curie affirme que le test échoue a déceler
entre 10 et 20 % de toutes les mutations prévues et qu’un test plus global serait
plus efficace. Cet institut, conjointement a I’assistance publique des hopitaux de
Paris (AP-HP) et a l’institut Gustave Roussy, a donc entrepris une procédure
d’opposition auprés de I’Office Européen des brevets qui a révoqué ces brevets
en 2004 avant de les rétablir, mais uniquement pour certaines mutations des

genes BRCA (et non pas les génes) [109].

Selon une étude de K. Jensen et F. Murray en 2005, 20 % du génome
humain apparait d’ores et déja dans des brevets, poussant les laboratoires a

diminuer leurs recherches sur des tests génétiques [110].
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6.3 Confidentialité et respect de la vie privée

Ces problémes sont posés par I’utilisation de données génétiques. Les
résultats d’un test pharmacogénétique ou pharmacogénomique fournissent non
seulement des informations sur la réaction d’un individu & un médicament
donné¢ mais également des informations secondaires sur le pronostic d’une
maladie ou sur la possibilit¢ que les enfants d’un patient soient atteints de la

méme maladie ou répondent de la méme facon a un traitement [111].

De plus, des facteurs de prédisposition a d’autres maladies peuvent aussi
étre découverts. Il est donc important de bien gérer cette information secondaire
et d’¢élaborer une stratégie de divulgation des résultats afin d’éviter de créer un

tort psychosocial a un patient [112].

La question se pose aussi de savoir si un patient refusant de passer le test
peut accéder tout de méme au traitement, sachant que ce traitement peut ne pas

étre efficace ou qu’il puisse y avoir un risque d’effets indésirables graves.

6.4 Education des professionnels de santé et du public

Afin de bénéficier au mieux des avantages que pourrait apporter la
médecine personnalisée, il faut que I’étendue des connaissances liée a ce
domaine et a la génétique arrive jusqu’au bout de la chaine, c’est-a-dire au
patient lui-méme. Il est indispensable que les patients comprennent les enjeux,
la portée et I'origine de la médecine personnalisée et des tests génétiques
associés. Dans ce but, il faut que les personnels de santé¢ soient eux-mémes
éduqués sur ces questions afin qu’ils puissent répondre avec exactitude aux

inquiétudes de leurs patients et qu’ils puissent les conseiller.
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Malheureusement, 1’éducation des professionnels de santé en termes de
connaissances génétiques est totalement inégale selon les pays. Des universités
comme Duke en Caroline du Nord ou Harvard dans le Massachusetts ont

cependant créés des cursus spéciaux sur la médecine personnalisée.

Une amélioration des connaissances en génétique au cours de la formation
initiale et de la formation continue des professionnels de santé parait donc

indispensable pour la mise en place de la médecine personnalisée.
6.5 Questions relatives au remboursement et aux assurances

Les tests sur  les biomarqueurs pharmacogénétiques et
pharmacogénomiques posent des questions sur les problémes relatifs a la prise
en charge des tests et des traitements et a ’acces aux assurances (principalement

a I’assurance vie).

En effet, un patient présentant un variant génétique le poussant a choisir un
traitement plus colteux pourrait, dans certains pays, se voir refuser le
remboursement du traitement par son assurance santé. Un patient présentant un
risque de développer telle ou telle maladie, déterminée par un séquencage
génétique ou ayant un polymorphisme génétique tel que les traitements sur le
marché pour une certaine maladie seraient inefficaces, pourrait-il contracter une

assurance vie ?

En France, si une personne contracte une assurance-vie, elle ne peut taire
son histoire familiale. Cependant, la loi du 4 mars 2002 relative aux droits des
malades et a la qualité du systéme de santé interdit expressément 1’utilisation des
résultats de I’examen des caractéristiques génétiques d’une personne dans le

cadre de [’établissement d’un contrat d’assurance de déceés ou d’invalidité.
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Ainsi, « nul ne peut faire ['objet de discrimination en raison de ses
caracteéristiques genétiques » (Code Civil, article 16-13 [113]). Selon le code
francgais des assurances, la réticence ou la fausse déclaration intentionnelle de
I’assuré est sanctionnée par la nullit¢ du contrat. Par exception, les compagnies
d’assurance « ne doivent pas tenir compte des résultats de [’examen des
caractéristiques geénétiques d’une personne demandant a bénéficier de cette
garantie, méme si ceux-ci leur sont transmis par la personne concernée ou avec
son accord ». En outre, les assureurs, selon Code de la Santé Publique, Article
L.1141-1 [114], « ne peuvent poser aucune question relative aux tests
génétiques et a leurs résultats, ni demander a une personne de se soumettre a

des tests génétiques avant que ne soit conclu le contrat et pendant toute la durée

de celui-ci » [115].
6.6 Tests génétiques et discrimination a I’embauche

En France, le code du travail (article L. 122.45) statue que « aucune
personne ne peut étre écartée d’une procédure de recrutement [...] sanctionnée,
licenciée ou faire l’objet d’'une mesure discriminatoire, directe ou indirecte [...]
en raison de son origine, de son sexe, de ses maeurs, de son orientation sexuelle,
de son dge, de sa situation familiale, de ses caractéristiques génétiques, de son
appartenance ou de sa non appartenance, vraie ou supposée, d une ethnie, une
nation ou une race, de ses opinions [...], de son apparence physique, de son

patronyme ou en raison de son état de santé ou de son handicap » [116].
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Aux Etats-Unis, le Genetic Information Non Discrimination Act, voté par
le Congrés Américain en 2008, interdit aux chefs d’entreprise d’exiger de leurs
salariés des tests génétiques ou de prendre en compte le profil génétique d’un
employé pour une embauche, un licenciement ou une promotion. De méme, la
loi condamne désormais toute discrimination, de la part des compagnies

d’assurance, basée sur la génétique de leurs clients.
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Conclusion
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Apres des débuts relativement lents, la médecine personnalisée, ou de
fagon plus réaliste la médecine stratifiée, semble arriver incessamment a notre
portée. De plus en plus d’exemples de réussites sont actuellement mis en
évidence. C’est en oncologie que les progres sont les plus rapides et que les

investissements sont les plus importants.

Un autre penchant de la médecine personnalisée, 1i¢ au diagnostic prédictif
et a la prévention, semble également prendre de ’ampleur et le public parait de

plus en plus ouvert et intéressé€ par ces outils de diagnostic prédictifs.

Malgré des objectifs portés sur 1’augmentation des bénéfices pour les
patients et sur une réduction maximale des effets indésirables, de nombreuses
réticences ont jusqu’a maintenant freiné le développement des recherches et de
I’instauration de cette pratique. Ces réticences sont majoritairement dues au fait
que cette nouvelle vision de la médecine pose beaucoup de questions éthiques,
réglementaires et 1égales mais aussi au fait qu’en période de crise financiére, les
industries pharmaceutiques sont assez frileuses et n’osent pas s’engager seules

dans un domaine qui pourrait étre trés risqué pour elles.

Ainsi, de nombreux efforts restent encore a apporter, méme si certains
aspects, tels que les méthodes de découverte de biomarqueurs en amont et
I’utilisation de la pharmacogénétique et pharmacogénomique, sont dorénavant

considérés comme acquis et maitrisés.
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La figure 40 montre quels sont les efforts a apporter par chaque acteur de

la médecine personnalisée pour que cette dernicre soit totalement implantée.
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Figure 40 : Etat actuel de 1'implémentation de la médecine personnalisée
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Annexe 1 : Apercu des approches multiples appliquées a la découverte des biomarqueurs [119].
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Annexe 2 : Place des différents types de biomarqueurs au sein de la chaine de valeur du médicament [120].

La place des différents types de biomarqueurs au sein de la chaine de valeur du médicame
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Annexe 3 : DIRECTIVE 98/44/CE DU PARLEMENT EUROPEEN ET DU CONSEIL

du 6 juillet 1998 relative a la protection juridique des inventions
biotechnologiques [121].

L 213/18

Journal officiel des Communautés européennes

30.7.98

ONT ARRETE LA PRESENTE DIRECTIVE:

CHAPITRE I

Brevetabilité

Article premier

1. Les Ftats membres protégent les inventions biotech-
nologiques au moyen de leur droit national des brevets.
Ils adaptent leur droit naticnal des brevets, si nécessaire,
pour tenir compte des dispositions de la présente direc-
tive.

2. La présente directive n’affecte pas les obligations
découlant, pour les Ftats membres, des conventions inter-
nationales, et notamment de 'accord ADPIC et de la
convention sur la diversité biologique.

Article 2

1. Aux fins de la présente directive, on entend par:

a) «matiére biologique»: une matiére contenant des
informations génétiques et qui est autoreproductible
ou reproductible dans un systeme biclogique;

[l

«procédé microbiologique»: tout procédé utilisant une
matiére microbiologique, comportant une intervention
sur une matiére microbiologique ou produisant une
matiére microbiologique.

2, Un procédé d’obtention de végétaux ou d’animaux est
essentiellement biologique §’il consiste intégralement en
des phénomeénes naturels tels que le croisement ou la
sélection.

3. La notion de variété végétale est définie a larticle §
du réglement (CE) n° 2100/94.

Article 3

1. Aux fins de la présente directive, sont brevetables les
inventions nouvelles, impliquant une activité inventive et
susceptibles d’application industrielle, méme lorsqu’elles
portent sur un produit composé de matiére biologique ou
en contenant, ou sur un procédé permettant de produire,
de traiter ou d’utiliser de la matiére biologique.

2. Une matiére biologique isolée de son environnement
naturel ou produite & 'aide d’un procédé technique peut
&tre 'objet d’une invention, méme lorsqu’elle préexistait a
Pétat naturel.

Article 4

1. Ne sont pas brevetables:
a) les variétés végétales et les races animales;

b) les procédés essentiellement biologiques pour 'obten-
tion de végétaux ou d’animaux.

2. Les inventions portant sur des végétaux ou des ani-
maux sont brevetables si la faisabilité technique de Iin-
vention n’est pas limitée 2 une variété végétale ou a une
race animale déterminée.

3. Le paragraphe 1, point b), n’affecte pas la brevetabili-
té d’inventions ayant pour objet un procédé microbiolo-
gique, ou d’autres procédés techniques, ou un produit
obtenu par ces procédés.

Article 5

1. Le corps humain, aux différents stades de sa constitu-
tion et de son développement, ainsi que la simple décou-
verte d’un de ses éléments, y compris la séquence ou la
séquence partielle d’'un géne, ne peuvent constituer des
inventions brevetables.

2. Un élément isolé du corps humain ou autrement
produit par un procédé technique, y compris la séquence
ou la séquence partielle d’un geéne, peut constituer une
invention brevetable, méme si la structure de cet élément

est identique 2 celle d’un élément naturel.

3. L’application industrielle d’une séquence ou d'une
séquence partielle d’un géne doit étre concrétement expo-
sée dans la demande de brevet.

Article 6

1. Les inventions dont Iexploitation commerciale serait
contraire 3 lordre public ou aux bonnes moeurs sont
exclues de la brevetabilité, I'exploitation ne pouvant étre
considérée comme telle du seul fait qu’elle est interdite
par une disposition légale ou réglementaire.

2. Au titre du paragraphe 1 ne sont notamment pas
brevetables:

a

les procédés de clonage des étres humains;

b) les procédés de modification de lidentité génétique
germinale de I"6tre humain;

¢} les utilisations d’embryons humains a des fins indus-
trielles ou commerciales;
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RESUME

Titre : Biotechnologies et médecine personnalisée : exemple de la thérapie génique
Auteur : YASSINE Mohamed

Mots clés : Médecine personnalisée — Biotechnologie — Pharmacogénomique — Thérapie

génique

Le concept de la médecine personnalisée vise a adapter les traitements médicamenteux a
chaque patient dans le but d’augmenter leur efficacit¢ tout en réduisant leurs effets
indésirables. Cette approche présente de grands avantages notamment en oncologie et dont la

mise en application ne date que d’une dizaine d’années.

En effet et grace aux avancées biotechnologiques dans le domaine biomédical et
pharmaceutique, plusieurs innovations thérapeutiques ont été mises en place dont la thérapie
génique que nous avons pris comme exemple dans notre travail de thése. Cette approche est
définie comme I'introduction délibérée de matériel génétique dans les cellules humaines dans
le but de pallier le manque d’une protéine en apportant le géne responsable de sa synthése ou

de corriger une mutation.

Ce travail bibliographique a pour but de présenter la médecine personnalisée, son évolution au
cours des dernieres années, les biotechnologies utilisées en thérapie génique et les
perspectives de ce type de traitement. Ce rapport traitera aussi des questions €thiques et des

enjeux économiques de la médecine personnalisée.
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ABSTRACT

Title: Biotechnology and Personalized Medicine: Gene Therapy as an example
Author: Yassine Mohamed

Key words: Personalized medicine - Biotechnology - Pharmacogenomics - Gene therapy

The concept of personalized medicine aims to adapt drug treatments to each patient in order to
increase their effectiveness while reducing their undesirable effects. This concept, which dates
back several years but of recent application, presents great advantages and sacred profits

especially in oncology.

Indeed, and thanks to advances in biotechnology in the biomedical and pharmaceutical fields,
several therapeutic innovations have been put in place including the gene therapy that we
have taken as an example in our thesis work. The latter has been well described in our work
and is defined as the deliberate introduction of genetic material into human somatic cells to
compensate for the lack of a protein by bringing the gene responsible for its synthesis or

correcting a mutation.

The aim of our bibliographic work is to present personalized medicine, its evolution in recent
years, the biotechnologies used in gene therapy, and the therapeutic perspectives of this type
of treatment. Along with this it addresses the ethical and economic aspects to meet the

challenges of this new medical approach.
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Au moment d'étre admis a devenir membre de la profession médicale, je

m'engage solennellement a consacrer ma vie au service de [humanité.

>

Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur

sont dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes

malades sera mon premier but.
Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir [honneur et les

nobles traditions de la profession médicale.
Les médecins seront mes fretes.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune
considération politique et sociale ne s'interposera entre mon devoir et

mon patient.
Je maintiendrai le respect de la vie humaine dés la conception.

Méme sous la menace, je n'userai pas de mes connaissances médicales

d'une fagon contraire aux lois de [humanité.

Je m'y engage librement et sur mon honneur.
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