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La représentation des séquences des ADN
plasmidiques utilisés en therapie génique
a l'aide des symboles A, T, G, C
est-elle satisfaisante ?

plasmidique apparait aujour-

d’hui comme une alternative
intéressante aux vecteurs viraux
actuellement développés dans le
cadre de la vaccination ou de la thé-
rapie génique. C’est ainsi que plu-
sieurs résultats récents ont permis de
valider le concept de vaccination
génique a l'aide d’ADN «nu» tant
chez ’animal que chez ’homme [1-
3]. Par ailleurs I’augmentation de
Iefficacité du transfert d’ADN plas-
midique observée in vivo grace a
l'application d’impulsions électriques
rend envisageable l'utilisation de cet
électrotransfert de génes dans le
cadre plus vaste de la thérapie
génique [4-6]. L’utilisation d’un
ADN non viral dans ces différentes
approches est d’autant plus attirante
qu’elle présente en plus de sa simpli-
cité méthodologique I'avantage d’évi-
ter I'introduction de protéines virales
immunogénes dans 1’organisme.
Toutefois I'utilisation d’'un ADN en
thérapeutique humaine nécessite un
descriptif précis de sa composition
chimique, une exigence qui se
retrouve d’ailleurs pour tout agent
thérapeutique nouveau. Le probleme
posé au travers de cette note est celui
de l’existence d’une divergence

I ‘utilisation d’ADN d’origine
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entre la séquence nucléotidique des
plasmides représentée a l'aide des
symboles A, T, G, C et la séquence
nucléotidique réellement injectée
dans I’organisme.

L’ADN d’E. Coli contient deux bases
modifiées, la 6-méthyladénine et la 5-
méthylcytosine. Elles sont la consé-
quence de l'existence chez les orga-
nismes procaryotes de systémes de
modification de 'ADN comme les
systtmes Dam et Dcm d’E. Coli [7].
Contrairement aux eucaryotes chez
lesquels seules certaines cytosines des
dinucléotides -CG- sont méthylées,
les activités Dam et Dcm bacté-
riennes méthyleront systématique-
ment le résidu adénine de toutes les
séquences GATC et la cytosine
interne de toutes les séquences
CC(A/T)GG. C’est ainsi qu’une
séquence d’ADN transitant dans une
bactérie verra sa séquence transfor-
mée par les systtmes de modification
bactériens. Les génomes bactériens
et eucaryotes portent donc l'em-
preinte de leurs origines respectives
au travers de leur différents profils
de méthylation. Il apparait donc que
tout ADN plasmidique préparé dans
une souche (dam’, dcm*) aura une
séquence nucléotidique réelle diffé-
rente de sa séquence symbolique-

ment représentée a 'aide des lettres
A, T, G, C. Le peu d’intérét suscité
par le phénomene de modification
bactérien dans le contexte de la thé-
rapie génique est vraisemblablement
lié au fait que la méthylation des rési-
dus adénine et cytosine est un phé-
nomene épigénétique qui n’affecte
pas le sens du message génétique
véhiculé par une séquence d’ADN
codante. Cette neutralité des méthy-
lations vis-a-vis du code génétique ne
doit pas cependant occulter le fait
que l'injection d’un plasmide chez
I’homme ne se limite pas au transfert
d’une seule information génétique.
En effet, une séquence d’ADN d’ori-
gine bactérienne injectée dans un
organisme est potentiellement por-
teuse de plusieurs niveaux d’informa-
tion qui ne seront pas exclusivement
lus au travers du code génétique.
C’est ainsi que coexistent aux cOtés
du message génétique, des informa-
tions chimiques, biophysiques, bio-
chimiques et biologiques qui elles,
seront affectées par le phénomene
de modification bactérien [8]. La
déstabilisation de la double hélice
d’ADN consécutive a la méthylation
des séquences GATC est un exemple
de modification biophysique dont les

conséquences éventuelles sur la m——
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transcription mériteraient d’étre étu-
diées [9]. Au niveau biochimique, la
méthylation des séquences GATC et
CC(A/T)GG entraine une modifica-
tion des interactions entre ’ADN et
les protéines. L’influence de ces
méthylations sur les intéractions
entre ADN plasmidique et histones
ou facteurs de transcriptions euca-
ryotes mériteraient d’étre analysée en
détail dans la mesure ou des élé-
ments artificiels de réponse a la pro-
gestérone ou aux glucocorticoides
peuvent étre créés par I’action du sys-
teme de méthylation bactérien Dam
[10]. Par ailleurs, ’observation chez
E. Coli d’'une fréquence de mutation
élevée au niveau des cytosines méthy-
lées se concrétisant par une conver-
sion G:™C—- A:T [11] est aussi un
élément a prendre en compte par
son impact possible et prévisible au
niveau de la séquence protéique
recombinante. En effet, de telles
mutations, méme si elles n’affectent
qu’'un pourcentage minime des plas-
mides présents dans une prépara-
tion, pourraient néanmoins conférer
un gain dominant de fonction aux
protéines recombinantes concernées.
Enfin les plasmides utilisés en théra-
pie génique véhiculent aussi une
information biologique indépen-
dante de toute séquence codante et
induisant le déclenchement d’une
réaction inflammatoire lorsque cet
ADN d’origine bactérienne est
injecté chez des mammiferes.
L’implication de la différence des
profils de méthylation procaryotes et
eucaryotes au niveau des dinucléo-
tides CpG au cours de ce processus a
été démontrée [12, 13]. La possibi-
lité de voir les différences de méthy-
lation des séquences GATC et
CC(A/T)GG participer aussi a une
réponse antimicrobienne ne peut
ainsi pas étre exclue. Un tel phéno-
mene, dont I'intensité pourrait varier
d’un plasmide a 'autre en fonction
de la position et de la fréquence des
motifs méthylés, pourrait étre utilisé
dans le cas de la vaccination génique
mais pourrait se révéler particuliére-
ment néfaste voire dangereux dans
les autres approches de thérapie
génique. Ces différents points illus-
trent le fait que les conséquences
potentielles de l'ignorance du sys-
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les approches thérapeutiques faisant
appel a PADN non viral dépassent
largement le cadre du seul forma-
lisme chimique. La présence d’un
profil de méthylation bactérien
devrait ainsi étre un des parameétres a
prendre en compte lors de I'utilisa-
tion des ADN thérapeutiques et justi-
fie a notre avis I'utilisation d’un code
a six sigles incluant les symboles ™A
et "C dans la description des
séquences plasmidiques.

L’utilisation d’ADN plasmidique est
vraisemblablement appelée a se déve-
lopper en thérapeutique humaine.
Cependant 'information véhiculée
par un ADN amplifié dans une bacté-
rie ne se limite pas a un message lu
exclusivement au travers du code
génétique. La représentation des
séquences d’ADN plasmidique a
I'aide des symboles A, T, G, C, qui ne
tient pas compte des systemes de
modification bactériens, induit une
perte d’informations chimique, bio-
chimique, biologique dont les consé-
quences éventuelles mériteraient
d’étre étudiées en détail pour chaque
nouvel ADN thérapeutique. Dans Ila
mesure ou la méthylation par les
enzymes Dam et Dcm est parfaite-
ment prédictible, nous suggérons
I'utilisation d’un code a six sigles
incluant les symboles ™A et ™C dans
le descriptif des ADN plasmidiques.
Cette nouvelle représentation des
séquences d’ADN plasmidique
devrait faciliter I'intégration du phé-
nomeéne de modification bactérien
[14] dans les concepts utilisés en thé-
rapie génique ®
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