Génetique et therapeutique

Voila !l
on arrive !l

Sans notre
avis, comme
d’habitude !!
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La MEDECINE et ses OBJECTIFS révenir, soigner, soulager... guérir.
| \\A Quoi? Les blessures, les maladies, les handicaps.

¢ Qui? Les gametes, les procréateurs, les postcreateurs.

Pourquoi? pour maintenir en vie pour favoriser la multiplication

$ personnes et cellules «normales»

En faisant de la SELECTION !!

Protéger 'apte, éliminer l'inapte, rendre apte.

Maitriser la sélection ; )
= Par la prévention

= Action sur les facteurs sélectifs: physiques, chimiques, biologiques,
comportementaux...

= Action sur I'objet de la sélection:

Génomes ou expressions genomiques

Moyens chirurgicaux / medicaux

Réeponses | " organi sme, des




L'ADN DANS LA CELLULE

NOYAU: ADN nucléaire

MITOCHONDRIES: ADN mitochondrial

CYTOPLASME: ARN's messagers, ARN ribosomaux, ARN de transfert.
Lieu de la synthese des protéines de nature enzymatique
ou de nature " fibreuse ".
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environnement

transeription

- enzymes
- NON enzymes
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PHENOTYPE Obseie
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La lecture pour la transeription en ARN messager se fait dans le sens 3'- 5
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La lecture pour la traduction des codons en acides aminés se fait dans le sens 5'- 3'

clulul. Y,

Acide glutamique m

Les ARN de transfert sont porteurs
d'un acide amine et
d'un anticodon specifique de I'acide aminé
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PROTEINES | ooty
Sl Post-tiaduction

glycosylution;.

localisation

_ sulfatatio
forme guaternaire phosplomion..
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e 4 Protéines ayant activité d' enzymes ; anabollsme, catabollsme

. Protéines de structure (collagene, myosine..)
i Protéines de signal et de régulation (intercellulaires: cytokines, hormones -

5 intracellulaires — membranaires: les récepteurs)

_: Protéines de transport (extracellulaires, intracellulaires, membranaires: canaux ioniques)
“~“" Protéines de protection (Ig)

¥ Protelnes du SOI (systeme HLA)




Photographie par B)
microscopie confocale ™

A: puce a ADN
Affymetrix

Ahk.. 60 000 a 400 000
ol oligonucléotides

Echantillon 1 @ Y
Echantillon 2 @ Hybridaticn
Lamelle / SS = sonde spécifique
amele /

ST = sonde témoin

Concentration mesurée par
la moyenne des différences.

B: puce a ADN
préparee en
parallele:

Micropipetteur robotisé qui
dépose des ADNc sur la surface

@ Signal rouge est supeérieur

D Signal vert est supérieur de la puce.Echantillons 1 et 2
Signal rouge et vert sont equivalents d6ARNM de de uXx
différents marqués par des
Figure 1 Puces 3 ADN. fluorophores différents.

m/s 2000 A1 p 44



PROTEOME

1/ Isolement et séparation
en 2 D de toutes les protéines
de | o®chanti | |

(gel acrylamide)

2/ ldentification et

e AR ey e e caracterisation
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3/ Analyse quantitative et séquencag
du peptide.




| e nombre des genes humains est

le nombre des genes alléles pour un gene est plus ou moins grand
mais pas infini
par exemple le gene CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator) en 7931, avec 27 exons, 250 000 paires de bases,

1 480 acides aminés,
plus de 1 000 variants:

pres de 500 variants déléteres en France sont responsables de différentes
formes phénot ygpdirgairapiesdé nrusdviscidose

par contre le nombre des combinaisons géniques est infini

nEY & Mz cecP e EL E o NS B natt

ne retiennent que les plus APTES



XENOBIOTIQUE = MEDICAMENT = substance étrangeére

Son administration voies digestive, aérienne, | M,
Son absorption Son stockage
Son élimination
Sa reabsorption Voies digestive, urinaire, aérienne, cutanée, etc..

Son transport  |mmm— voies sanguine, lymphatique, intercellulaire

Son métabolisme Les passages (hepatique......) et leurs conséquences

Ses transformations = ses métabolites

actifs, inactifs, antigéniques, toxiques, génotoxiques, etc...
actions des métabolites: sur d’autres cibles

Part du génome dans la variabilité de la cinétique et de la dynamique

d un médi cament , d''un xXéno




ALCOOL ETHYLIQUE N’existe pas normalement dans notre organisme

La Drosophile ou Mouche a vinaigre n’est jamais saoule et pourtant

lipophile  hydrophile

CH. — CH. OH CH, — CHOH CH,— CO ~ Coenzyme A [ cycle de Krebs
S8 e acétaldéhyde acétylcoenzyme A acides gras
— 5 stéroides

acide lactique..
ADU ALDH q

, , aldehyde — deshydrogénase
alcool - déshydrogénase mitochondriale

»ADH: géne non modulable, actif dans le foie (1,6gr/kg/24h), la muqueuse gastrique

Drosophile: ADH = 1/100 de son poids 2 alleles: 1et 2
mouches 11/12/22 12 ont une activité enzymatique la plus intense

»Systeme microsomial (MEOS) hépatique inductible:
monooxygénase a cytochrome P450 gene CYP2A1

acétaldéhyde disponible pour se combine

éthanol et les membranes neurales du systéme nerveux central

Disulfirame (ESPERAL..) inhibiteur de 'acétaldéhyde déshydrogénase
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Méme maladie, malades différents, méme thérapeutique ?
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Méme maladie, mMéme malade selon age, méme thérapeutique ?
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L'age du patient,
le sexe,

son environnement, etc...
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GENES ET MEDICAMENTS

PHARMACOC'NET'QUE mouvements t,rf.'lnsformat’ion,

élimination

PHARMACODYNAMIQUE actions

PHARMACOGENETIQUE PHARMACOGENOMIQUE

gene responsabl e de cinétique,

GENE 4 * MEDICAMENT

Absorption, fixation,

médi cament capable de modifier |’

Ccocavet JRNE ol e [ NEOGENE

génomes et interactions médicamenteuses



Le paradigme en pharmacogénétique
'enzyme érythrocytaire Glucose-6-Phosphate Déshydrogénase et la Primaquine

1941: 1/20 Gl noirs + primaquine = hémolyse des globules rouges

glycolyse = CO,+ H,0

cycle des pentoses

enzyme G-6-PD
glucose-6-phosphate ———————— acide 6 phosphate gluconique

géne en Xq28
300 variants

réduction

H,O, et autres peroxydes

SH Hémoglobine

Corps de Heintz

Phénacétine, sulfonamides, bleu de méthylene, etc...et feves crues.



Le paradi gme: | " ol i gophr éni e

La phenylalanine = xenobiotique et sa metabolisation la rend toxique

: Hyperphényl al ani né
phénylalanine [P = tyrosine déficitd’ une enzyme

hydroxylation la phénylalanine hydroxylase

» exon 3: 111 Arg / C »T = codon de terminaison

Acide phenyl'p yruvi gqu > exon 7: 280 Glu / Lys

Mutations du géne situé en 12q24.1 | > exonl2: 408 Arg /Trp

>»i ntron 12: C »
> et c ..

La plupart des patients sont des hétérozygotes avec 2 alleles différents

Traitement: regime dépourvu de phénylalanine
Résultat: non apparition des manifestations du déficit enzymatique

Fréquence des
hétérozygotes (2pq)

Ecosse 1/5 300 0,014 1/30
Finlande, Japon 1 /200 000 0,002 1/250
France 1/10000 a 15 000 0,01 a 0,008 1/50

Population Incidence (g?) fréquence génique (q)




Les enzymes et les genes du métabolisme des xenobiotiques

>»Phase |: fonctionnalisation

hydroxylases=monooxydases: les cytochromes P450 ont aussi la possibilité de
désamination, désulfuration, déshalogénisation, etc...

hydrolases: exe: les estérases inductibilité des genes et ses consequences

CYP3A4: statines — jus de pamplemousse inhibe

CYP2E1: composés aromatiques de la cigarette — éthanol stimule

»Phase Il: conjugaison: transférases: acide glucuronique, SO,, glutathion, méthyl, acétyl.

neutralise - hydrophilise Isoniazide: acétyleur lent, rapide.
»Phase lll: élimination cellulaire

MDR (Multi Drug Resistant: la glycoprotéine P et le gene mdrl

les 6 isoformes MRP (multidrug related protein): transport transmembranaire

MRL (lung)
»>Phase IV: réabsorption




les anticholinestérasiques

Insecticides : parathion, malathion, fenthion, etc...

Anti-ChE meédicaux :

Mytélase (ambénomium), Mestinon (pyridostigmine), Prostigmine (myasthénie),
Phospholine (collyre-glaucome),

Cognex (tacrine), Aricept (chlorhydrate de donepezil), Exelon (rivastigmine)

(m.Alzheimer)

Les symptdmes de l'intoxication sont fonction du mode de contamination, de sa

durée, de la dose, du composg, etc.. (exe: si oculaire / myosis) et des capacités
de détoxication

sarin — tabun — soman — VX : pupille étroite (perte de

a Intoxication aigué vision), hypersalivation, contractions musculaires,

déefécation, perte de connaissance, etc..

ﬂ Intoxication chronique par les insecticides

Douleurs abdominales, rhinorrhée, mal de téte, somnolence, fatigue, paresthésie, etc...



n f U X: mésgage &le@riguX¥ — messagers chimiques—-me ssage €él ectr

Acétylcholine = messager chimique acétylcholinestérase

Effets muscariniques: SNC et SN parasympathique
Qo9

bradycardie, hypotension, myosis, contraction vesicale, etc :
atropine

Effets nicotiniques: SN sympathique et musculaire

Tachycardie, etc

adrénolytiques

@ > g C W Glandes surrénales: adrénaline

—aDeo—

Muscle strié squelettique myorelaxants



PARATHION: insecticide , :
acétylcholine

Cytochrome P450 hépatique, etc

gene CYP3A4 et ses alleles: 7g21.1

. . acétylcholinestérase
activation: oxygene remplace soufre
Gene AChase: 79 22.1 et ses alleles

activateur:

PARAOXON: Contrathion (pralidoxime)
antiacetylcholinesterasique
\ inactivation par hydrolyse

inactivation (hydroly:s,g) 2T |E Gene PON 1 et ses alleles: 79 21.3
paraoxonase sérique

Leucine-L 55 M-méthionine
proline-P 90 L-leucine

Génotypes: L55/L55, L55/M55, acide aspartique-D 124 missplice
M55/M55, L55/L90, L90/D124, etc... glutamine-Q 192 R-arginine Q- R

tryptophane-1 94 st op

Phénotypes: activité de la paraoxonase sérique selon le génotype et le substrat

R/R (+) Q/Q (-): inactivation du paraoxon R/R () Q/Q (+): inactivation du sarin



Les arylamine N-acétyltransferases: NAT1 et NAT2

Substrats: les arylamines et les hydrazines: isoniazide, hydralazine, sulfamides,
fumeée de cigarettes, viandes au barbecue, polluants...

Geénes: NAT1 (ubiquitaire); NAT2 (foie, intestin) en 8921.3 - 23.1

NAT1: variants alléliques dans la zone codante et non codante: m RNA instable

NAT2: variants alleliques (20) acétyleurs lents: enzymes
Instables, m ARN moins traduit

les plus fréquents: Arg 64 GIn  lle 114 Thr Arg 194 GIn Gly 286 Glu

Phénotypes NAT2: test non invasif des métabolites urinaires de la caféine

acetyleurs lents: génotypes NAT2(-) / NAT2(-)
Adduit puis

Aryl-NH, Aryl N H [y Aryl- N H m altélra:[io,ggeN
NAT1-2 O CO-CHjy

CYP1A1

N-acétoxyarylamine instable
Il faut que les monoaceétyles cytotoxiques soient rapidement diacetylés

Susceptibilité: vessie, colon-rectum, mésothélium si déficit en glutathion S transférase




Arylamine J

MN-acetylation
NAT1, NATZ2
>

-
DAC

N-oxydation
CYP1AZ2

MN-hydroxyarylamanes I MN-hydroxyarylamide I

Ar N-acétylation Ar
| NAT1, NATZ2 |
N — N
N > RN
OH H DAC OH C — CHgj

O-acetylation Iol
NAT1, NATZ2
N, O-transacétyiation
NAT1

N-acaétoxyarylaminoe l

Ar
| ion arylazaonium l

> NG electrophife
@ H

4

Adduits de I'ADN

B

Altérations de I'ADN
{clastogengse, mulagenase)

-

Transformation néoplasique
C.Deloménie et al m/s 1998 n°1 p 27-36




Tous les matins le rol Mithridate VI prenait son poisen

lerjour  2ame jour 3eme jour Et c.
~‘i ‘03 -Pi o= 01\ =
[g_!] E{_!E,] [Eu! MAT S son ami
et , voulait le trucider,
ne | e savai-t
al or s ..

|
Wahou!!

je suis

completement
mithridatisé !!!

Et voila!




Population
multi génomique

Stress de la
Radio Chimiothérapie

SELECTION

Clone initial uni génomique

@ Cellule cancéreuse

Exe:mutationd 6un g n

(DHFR); amplificationd 6 u n
x gene préexistant (DHFR

MDR1-Enzyme de réparation

d e | 0 Yaiahbndes
Mutation génique ou chromosomique antigenes de surface; etc..

®

Cellule normale ou prédisposée BNOUNE |IE l’(’lguﬂﬁ'lion













La chimiorésistance specifigue ou genéralisée et les cancers

Les substances: les antimétabolites, les alkylants, les antibiomitotiques, les
antifusoriaux, etc

Les cibles: exe: K chimiosensibles, K chimiosensibles puis résistants, K resistants

Mécanismes de la chimiorésistance cellulaire

avant la cible: absorption, inactivation par les enzymes des phase | et I, etc...

au niveau de la cible a | " e Le passage de la membrane plasmique

capacités de fonctionnement et de réparation augmentées: du
DNA, activation des génes du stress (les HSP), protéasomes, etc...

rutations de la cible: enzymes mutées, blocage de I'apoptose, etc...

séquestration dans la cible: surexpression du géne LRP

élirnination intensifiée

Les systemes pompes MDR 1 et MRP 1-6



Glycoprotéine P-170: P-gp (P=permeéabilité)
MDR 1 (multidrug resistance) m RNA: 4 h del/2 vie

protéine transmembranaire: 16 h
Le gene en 7921.1 source d’énergie: 'ATP

substrats variés: substances naturelles, synthétiques lipophiles

chimiorésistance spontanée ou acquise o .
s Amplification du gene:
Altération par mutation j M chromosome-minute,

_ . Glycoprotéine a
Surexpression du gene durée de vie plus

etc...

longue Transgenese du

Inhibition de la P-gp N gene dans les

cellules
Vérapamil (Isoptine)(inhibiteur des hematopoietiques

canaux calciques), cyclosporine Anticorps monoclonal normales pour les

proteger lors d’'une
MRP 1-6 (multidrug resistance protein) chimiothérapie

MRP-1: géne en 16q13.1 proteine isolée de_: K pulmonaire apres
doxorubicine

substrats préférentiels:les ampholytes, mais aussi les neutres, les hydrophobes




DU GENE AU MEDICAMENT

1/ trouver la relation gene / maladie

(relation protéine / maladie)

2/ trouver le médicament

* genemedicament = thérapie génique
* protéine-médicament: insuline, hormone de croissance, interféro

* ligand-médicament: molécule qui se lie a ADN ou ARN ou a la protéine
modul ation de | 0activit® g®nomi ¢
nouvelles: ex. Imatinib (GliveeNovartis) / gene BcrAbl dans la LMC.

3/ produire le medicament Yy

_ . - >« ~ . p
* synt h se *sammaix trafmsgenese: lait ™
* végeétaux: transgenese = bioreacteur vggétal:
tabac: proteines (Hb)- vaccins comestibles (hepatite B)
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Production de médicamentsproteines g (=3 N O IF:1g]i](=!
par transgenese

EX.: insuline, hormone de croissance, EPO, facteur VI,
anti-thrombine lll, interferon, anticorps monoclonaux,
protéine C, alphaantitrypsine, alpha-g| ucosi das e,

Bactéries+ gene humain-> protéine: insuline, hormone

croi ssance, etcé
- qualité: ex. probleme de la glycosylation,
carboxyl atione
- quantité: insuffisante

Solution: ex. mammiferes:chévre, porc, vache, lapin, souris
+ gene humain + promoteur gene lait

g lait + protéine humaine i > extraction

avantages: qualité / quantité virus
iInconvénients: transgenese animale rendement faible: 1/100
usine biologique fragile



\jrop de médicaments...

en demandait

sur un génome qui n’



Le bon médicament ...

... sur le bon génome

et c'est la
grande forme !




En conclusion

Toute acte therapeutique est un choix
entre les avantages et les inconvenients
a court et long terme
autorises et memorises

par le patrimoine genetique




Cas du distilbene (diéthylstiboetrol)

1948-1976 en France 400 000 femmes enceintes traitées
pour risque de fausse couche
entre la 66™e et la 17¢Mesemaine d'aménorrhée

F ot us f éarposeés in gero:
malformations, stérilité, hypoplasie du col,...

22 ans apres chez 1 sur 1 000 feetus exposes :
adénocarcinome a cellules claires du vagin et du col ;

prématurité, fausses couches tardives

F et us ne&pbséssin utero:
kyste de I'épididyme, cryptorchidie, hypo ou épispadias,
induration capsulaire

1971:. USA premiers cas de K du vagin

1975: premiers cas en France







