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ABREVIATIONS 
 
 
AAV : Adeno-Associated Virus 
 
ADN : Acide desoxyribonucléique 
 
APC : Antigen presenting cell 
 
ATP : Adenoside Tri-Phosphate 
 
FAH : fumaryl acétoacétate hydrolase 
 
HIV : Human Immunodeficiency virus 
 
LDL : Low Density Lipo-protein  
 
MOI : « Multiplicity of infection » : nombre de particules infectieuses par cellules à infecter. 
 
OTC: Ornithine Transcarbamylase 
 
PFIC: Progressive Familial Intrahepatic Cholestasis 
 
PCR: Polymerase Chain Reaction   
 
UGT1 : uridine diphosphonate glucuronosyl transférase I 
 
X-Gal : 5-bromo-4-cholo-3-indolyl beta-D-galactoside 
 
 

INTRODUCTION 
 

1 PROPRIÉTÉS DU FOIE 

 
a Anatomie 
Le foie est l’organe le plus volumineux et le plus vascularisé de l’organisme humain. Il pèse environ 2 
kg dont 800 grammes de sang chez l’adulte. C’est le seul organe à avoir deux systèmes de 
circulations sanguines, un système systémique avec l’artère hépatique, apportant le sang oxygéné en 
provenance du cœur gauche, et un système porte avec la veine porte apportant les nutriments 
provenant de l’intestin via le système veineux mésentérique et correspondant à 70% du débit sanguin 
hépatique. Un troisième système canaliculaire permet l’excrétion de la bile vers l’intestin, la bile 
contenant les sels biliaires et la bilirubine conjuguée. L’ensemble de ce réseau sanguin et biliaire suit 
une arborescence à l’origine des segments hépatiques, permettant ainsi d’effectuer des résections 
respectant cette segmentation et pouvant emporter sans conséquence clinique jusqu’à 70% de la 
masse hépatique, c’est à dire en laissant une masse hépatique fonctionnelle correspondant à 1 % de 
la masse corporelle.  
 

b Histologie 
Le parenchyme hépatique est constitué d'unités microscopiques, les lobules hépatiques séparés par 
des espaces conjonctifs. Le lobule hépatique, de forme hexagonale en coupe, mesure 0,7 mm dans 



 

sa plus grande largeur et 2 mm de longueur. Dans l'espèce humaine, les lobules sont accolés les uns 
aux autres. Les structures conjonctives sont limitées à des zones situées aux angles de l'hexagone et 
sont appelées espaces de Kiernan ou espaces portes (figure 1a page suivante). Le lobule hépatique 
comporte trois types d'éléments : les travées de Remak, les capillaires radiés (ou capillaires 
sinusoïdes) et les canalicules biliaires. Les travées de Remak sont des travées cellulaires 
d'hépatocytes qui rayonnent à partir du centre du lobule occupé par la veine centrolobulaire. La 
réunion des veines centrolobulaires est à l'origine des veines sus-hépatiques. Les capillaires radiés 
ou capillaires sinusoïdes suivent la même orientation que les travées de Remak. Les canalicules 
biliaires, non décelables en technique de coloration courante, ont une orientation perpendiculaire. 
L'espace porte est formé de tissu conjonctif fibreux à l'intérieur duquel se trouvent les branches de la 
veine porte et de l'artère hépatique, un canal biliaire interlobulaire, et des vaisseaux lymphatiques. 
Cette architecture est représentée sur la figure 1b ci-dessous. 
 

   
Figure 1 : vue histologique (a) et représentation schématique (b) du lobule hépatique 

b a 

 
Les parois du sinusoïde sont constituées chez l’homme d’un endothélium fenestré. Ces fenestrations 
ont un diamètre de l’ordre de 100 à 200 nm et facilitent les échanges entre les hépatocytes et le sang 
(figure 2 ci-dessous). Cette caractéristique est fondamentale pour les techniques de thérapie génique 
hépatique in vivo, puisque les vecteurs viraux utilisés dans ces traitements ont un diamètre inférieur à 
la taille de ces fenestrations, allant de 26 nm pour les virus adeno-associés (AAV) à 133 nm pour les 
lentivirus [1].  

  

1µm 

Figure 2 : vue au microscope électronique à balayage de l’endothélium fenestré des sinusoïdes 
hépatiques humains. 

c Régénération hépatique 
 
Environ 70% de la masse cellulaire hépatique est composée d’hépatocytes matures, qui peuvent être 
séparés des autres cellules par sédimentation différentielle. Ces autres cellules non 
parenchymateuses sont les cellules endothéliales, les cellules épithéliales biliaires, les cellules 
étoilées dites de ito, les cellules de Küpffer, et les cellules souches ou cellules ovales. Les 



 

hépatocytes ont un renouvellement très lent, avec moins de 0,1% d’hépatocytes en division dans les 
conditions normales, mais ils ont conservé l’extraordinaire capacité de se diviser après une agression 
de nature variable permettant la régénération du foie jusqu’à obtenir son volume d’origine. Après une 
hépatectomie de 70% chez le rat, tous les hépatocytes matures entrent dans le cycle cellulaire de 
division en 24 heures, suivis par les autres types cellulaires [2] (figure 3 ci-dessous). La vague de 
prolifération migre des espaces portes vers la région centro-lobulaire dans les lobules hépatiques. 
Contrairement à la moelle osseuse, cette réplication cellulaire provient essentiellement des cellules 
matures et non pas de cellules souches. En effet, plus de 95% des hépatocytes se divisent en 
réponse à une hépatectomie de 70% [2]. Les cellules souches hépatiques existent, mais elles ne sont 
mobilisées (le plus souvent sous la forme de cellules dites ovales)et elles ne se différentient en 
hépatocytes que lorsque la prolifération hépatocytaire est bloquée ou dans les situations de 
destruction hépatocytaire chronique [3]. 
 

 
 
Figure 3 : cinétique de synthèse d’ADN des différentes lignées cellulaires après hépatectomie 
partielle (d’après Michalopoulos [2]) 
 
 
 

d Immunité et foie 
 
 Le long des parois du sinusoïde hépatique se trouvent les cellules de küpffer, ou cellules 
dendritiques, qui sont les macrophages du foie et ont un rôle primordial dans le système de défense 
de l’organisme. La situation anatomique particulière du foie lui donne en effet un rôle prépondérant 
dans le système immunitaire. Il draine par la veine porte et les lymphatiques portaux l’ensemble des 
antigènes provenant du système digestif, qui est la principale porte d’entrée de l’organisme en 
provenance de l’extérieur. L’artère hépatique apporte d’autre part les substances endogènes de la 
circulation systémique. Ce système macrophagique permet la neutralisation de particules minérales, 
de bactéries, virus, toxines, et de certains allergènes alimentaires. 
Les macrophages hépatiques présentent les peptides provenant de l’antigène et le complexe majeur 
d’histocompatibilité (CMH) au lymphocyte T en y associant un signal de danger par des cytokines, 
débutant ainsi la réaction immunitaire spécifique cytotoxique et humorale dirigée contre l’antigène 
(figure 4 page suivante). Cette étape initiale est primordiale, puisqu’elle est responsable du caractère 
tolérogène ou non du foie vis à vis d’un antigène étranger, et donc du vecteur ou de son contenu lors 
d’un transfert de gène in vivo. La compréhension de ces mécanismes initiaux impliquant les cellules 
présentatrices d’antigène (APC) hépatiques a permis d’entreprendre des traitements augmentant la 
tolérance hépatique. Par exemple, la présence ou non du signal spécifique de danger est dépendant 
du caractère mature ou non des APC. Des expériences rendant les APC immatures par incubation en 
présence de cytokines inhibitrices (IL 10, TGF β) ont permis d’augmenter la tolérance du foie [4]. La 
costimulation des APC et des lymphocytes T passe d’autre part par le CD28et le CD 40. Une 
tolérance a aussi été induite par l’utilisation d’inhibiteur du CD 28 comme le CTLA4-Ig [5] ou par des 
anticorps anti CD40 ligand [6]. Ces expériences confirment que les APC hépatiques ou cellules de 



 

Küpffer sont la clef de voûte du système immunitaire au niveau du foie, et que celui-ci devient tolérant 
si l’étape d’activation de ces APC ne se produit pas. 
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(d’après Delves [7]) 
MHC : complexe majeur d’histocompatibilité, TCR : récepteur des lymphocytes T, APC : cellule présentatrice 
d’antigène.
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Le foie a donc plusieurs qualités intéressantes pour la thérapie génique. C’est un organe-clef par les 
fonctions vitales qu’il assure, notamment la synthèse de protéines sériques, le métabolisme des 
lipides et des glucides, et la détoxication. Certaines mutations qui abolissent une fonction hépatique 
sont souvent responsables de maladies létales sans traitement actuel excepté la transplantation 
hépatique. Toutes ces fonctions étant réunies dans un seul organe, une technique de transfert de 
gène qui s’avère efficace pour la correction d’un déficit particulier est a priori transférable pour les 
autres déficits. Une technique ciblée sur cet organe unique richement vascularisé est d’autre part plus 
facile à mettre en œuvre qu’un traitement pour des déficits diffus comme les myopathies. 
 De plus, la présence d’un endothélium fenestré dans le foie humain permet une pénétration facile 
des vecteurs viraux de transfert de gène avec un accès direct aux hépatocytes. La réaction 
immunitaire éventuellement déclenchée par ces vecteurs viraux peut être évitée en inhibant 
l’activation des APC hépatiques ou cellules de Küpffer. Enfin, son extraordinaire capacité de 
régénération peut être mise à profit pour remplacer les hépatocytes déficitaires par ceux qui sont 
corrigés en bénéficiant d’un avantage sélectif.

2 MALADIES HÉPATIQUES ET THÉRAPIE GÉNIQUE 
 
 
 
Le foie est le siège de nombreuses voies métaboliques dont certaines peuvent être l’objet d’un déficit 
génétique à l’origine de maladies potentiellement graves. Parmi l’ensemble de ces hépatopathies 
héréditaires, plusieurs critères expérimentaux ou cliniques permettent la sélection d’un groupe de 
maladies candidates, théoriquement accessibles à la thérapie génique.  
 
Sur le plan expérimental, l’état actuel des techniques de thérapie génique implique en premier lieu 
que ces maladies candidates correspondent à un déficit génétique simple sur le modèle « un gène – 
une protéine », sans régulation transcriptionnelle ou post-transcriptionnelle élaborée. 
L’expérimentation pré-clinique nécessite de plus la disponibilité d’un modèle animal pour chaque 
maladie étudiée. La présence d’un avantage sélectif en faveur des hépatocytes corrigés 
génétiquement est d’autre part un facteur extrêmement favorable, puisque l’on peut envisager un 
remplacement complet des hépatocytes malades.  
 
Sur le plan clinique, il faut comme dans toute nouvelle thérapeutique évaluer le rapport bénéfice-
risque du traitement par transfert de gène, et dans une première approche, seules les maladies 
graves feront l’objet de recherche expérimentale. D’autre part, la disponibilité pour certaines maladies 
d’un traitement alternatif à la thérapie génique, efficace et non toxique à moyen ou long terme, enlève 
beaucoup d’intérêt clinique à des recherches répondant pourtant à tous les critères expérimentaux 
précités. Enfin, la présence d’une atteinte multi-organe complique les modalités d’un traitement 
totalement efficace pour le patient et exclue dans un premier temps ces maladies du groupe des 
candidates.Le tableau 1 ci-dessous liste les maladies métaboliques héréditaires potentiellement 
candidates à la thérapie génique. Ces hépatopathies peuvent être classées en deux groupes, celles 
qui sont associées à des lésions histologiques du foie ou celles qui ont des manifestations 
uniquement extra-hépatiques. Plusieurs exemples de ces maladies candidates vont nous permettre 
d’illustrer la pertinence de ces différents critères et d’expliquer l’intérêt que nous avons porté à la 
maladie de Crigler Najjar. 
 
 
 
Tableau 1 : maladies métaboliques potentiellement candidates à la thérapie génique (d’après [1, 8-
11]). 
 
 

Maladies génétiques à conséquences hépatiques 
 Déficit en alpha-1-antitrypsine 
 Cholestase intrahépatique familiale progressive type 1, 2 et 3 
 Désordre de synthèse des acides biliaires 
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 Fructosémie congénitale 
 Glycogénoses de type I, II, IV 
 Hémochromatose 
 Mucopolysaccharidose type 7 
 Tyrosinémie de type I 
 Maladie de Wilson 
 
Maladies génétiques sans conséquences hépatiques 
 Afibrogénémie 
 Analbuminémie 
 Crigler Najjar 
 Galactosémie 
 Hémophilie A et B 
 Hypercholestérolémie familiale de type IIa 
 Hyperlipoprotéinémie 
 Déficit en ornithine transcarbamylase 
 Phenylcétonurie 
 Porphyrie aigüe intermittente 

 
 

a Maladies génétiques à conséquences hépatiques 
 
Le premier groupe d’hépatopathies héréditaires candidates avec conséquences histologiques 
hépatiques inclut la tyrosinémie de type I, la cholestase intrahépatique familiale progressive de type 
III, le déficit en alpha-1-antitrypsine et la maladie de Wilson. Le point commun de ces maladies est 
l’accumulation de substrats toxiques pour l’hépatocyte entraînant une destruction progressive du foie. 
Dans de telles situations, les hépatocytes sains ou corrigés peuvent avoir un avantage prolifératif par 
rapport aux hépatocytes atteints [12-14]. Un transfert de gène ne corrigeant qu’une partie même 
modeste des hépatocytes peut donc permettre une guérison progressive de tout le foie grâce à cet 
avantage sélectif. 
 
La tyrosinémie de type I est une maladie autosomale récessive caractérisée par une atteinte 
hépatique et rénale, secondaire à l’accumulation de tyrosine et de ses dérivés. Il s’agit du déficit de la 
fumaryl acétoacétate hydrolase (FAH) impliquée dans le catabolisme de la tyrosine. Les enfants ont 
rapidement une insuffisance hépatique qui peut s'associer à une tubulopathie avec un rachitisme 
hypophosphatémique et des signes neurologiques, pouvant provoquer des décès précoces. La 
survenue chez les survivants d’hépatocarcinomes dans les premières années de vie mène au décès 
avant 10 ans [15]. Un traitement médical par le NTBC (2 nitro-4trifluorométhylbenzoyl-1-3-cylohexa-
nédione) ou nitisinone (Orfadin®), molécule inhibant le catabolisme de la tyrosine en amont de la FAH 
au niveau de la para-hydroxy-phenyl-pyruvate oxydase, a été instauré à partir de 1992, avec des 
résultats cliniques spectaculaires [16]. Associé à un régime pauvre en tyrosine et en phenylalanine, il 
évite la production de dérivés toxiques, notamment la succinylacetone et le fumarylacetoacetate, et 
donc probablement l’évolution vers l’insuffisance hépatocellulaire. La possibilité d’une transformation 
maligne malgré le traitement était débattue jusqu’à récemment [17, 18] mais elle s’est confirmée chez 
un garçon de huit ans qui a développé un hépatocarcinome après plus de 5 ans d’un traitement 
médical bien conduit [19].  
Des modèles de souris sont disponibles [20]. Ils ont permis de développer différentes stratégies de 
transfert de gène, en bénéficiant d’une repopulation hépatique par avantage prolifératif spontané [12, 
21]. Mais l’efficacité du traitement médical a fait que jusqu’à aujourd’hui, aucun essai clinique de 
thérapie génique n’a été envisagé.  
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La cholestase intrahépatique familiale progressive (PFIC : Progressive Familial Intrahepatic 
Cholestasis) de type III fait partie des déficits de transport canaliculaire des acides biliaires, dans 
lesquels est aussi inclue la maladie de Byler (PFIC type I). Elle est due à l’atteinte du gène ABCB4 
codant la synthèse de la glycoprotéine MDR3 impliquée dans l’excrétion canaliculaire des 
phospholipides [22]. L’absence d’excrétion de ces phospholipides dans la maladie provoque une 
absence de micellisation des sels biliaires, qui gardent donc leur capacité détergente entraînant une 
destruction de la membrane des canalicules biliaires et progressivement du foie. Les formes sévères 
de la maladie peuvent mener à la transplantation hépatique dans la première décade [23]. Un modèle 
de souris a été développé (déficit en mdr2) et a permis de comprendre la physiopathologie de cette 
maladie rare [24]. Des essais récents de transplantation d’hépatocytes syngéniques et transgéniques 
ont permis une guérison de souris déficitaires, avec une repopulation spontanée de l’ordre de 10% 
par avantage sélectif [14]. Il n’y a pas eu d’essai de thérapie génique dans ce modèle, en sachant 
que théoriquement, il faudrait agir précocement pour éviter la transformation maligne des cellules 
endommagées par la maladie initiale [25].  
 
Le déficit en alpha-1-antitrypsine est une maladie génétique initialement décrite comme un 
emphysème pulmonaire précoce de l’adulte. L’alpha-1-antitrypsine est une glycoprotéine sanguine 
sécrétée principalement par les hépatocytes et jouant un rôle majeur d’inhibition des protéases, en 
particulier de l’élastase neutrophile dont l’activité non régulée est responsable de l’emphysème 
pulmonaire [26, 27]. L'alpha-1 antitrypsine est codée par un gène polymorphe localisé sur le 
chromosome 14, dont les allèles ont été classés en normal (M), déficient (Z, S) et null. Le risque de 
développer une maladie concerne les sujets de phénotype null-null, Z-null ou ZZ, il est variable entre 
sujets de même phénotype. L’atteinte hépatique se manifeste essentiellement chez les homozygotes 
ZZ par une cholestase et évolue vers la cirrhose dans 3% des cas, 15% des grands enfants ayant un 
bilan hépatique perturbé [28, 29]. Les mécanismes d’altération du foie sont liés à l’accumulation de 
polymères de l’alpha-1-antitrypsine mutée dans le réticulum endoplasmique des hépatocytes [30]. 
Des recherches récentes ont permis d’expliquer la prédisposition à l’hépatocarcinome (figure 5 page 
suivante), qui serait secondaire à un signal de régénération chronique provenant des hépatocytes 
ayant des inclusions d’alpha-1-antitrypsine mutée [31].  
Des modèles de souris transgénique pour l’alpha-1-antitrypsine humaine ont permis la mise au point 
de protocole de thérapie cellulaire du foie [32], en étudiant en particulier la réponse immunitaire à la 
transplantation d’hépatocytes modifiés génétiquement  [33]. Quelques études ont montré la possibilité 
de transfert du gène de l’alpha-1-antitrypsine dans le foie, par des méthodes ex vixo [34] et in vivo 
[35-37]. Mais sur le plan de la pertinence clinique, il s’agit essentiellement d’une maladie pulmonaire 
et le but des essais de thérapie génique a été jusqu’ici de corriger cette atteinte, quelque soit l’organe 
sécrétant [38, 39]. Il semble en effet qu’un traitement de thérapie génique dirigé vers les poumons 
soit suffisamment efficace sur le plan clinique, sans que des taux normaux de production d’alpha-1-
antitrypsine soient atteints [40]. Ainsi, deux essais cliniques de phase I ont été réalisés ou sont en 
cours. Dans une première étude, 5 patients ont reçu des liposomes cationiques contenant le gène de 
l’alpha-1-antitrypsine dans l’épithélium respiratoire d’une narine [41]. Cette étude a montré que la 
sécrétion locale d’alpha-1-antitrypsine grâce au transfert de gène permettait une diminution de 
l’inflammation locale, comparée à l’autre narine qui servait de contrôle. Dans la seconde étude en 
cours, 12 patients vont recevoir des AAV recombinants par voie intramusculaire [42]. La 
méthodologie de ces essais cliniques confirme que l’objectif actuel n’est pas la correction du déficit 
hépatique. 
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Figure 5 : modèle hypothétique de la carcinogénèse dans le déficit en alpha-1-antitrypsine (d’après 
Rudnick [31]).  
Les hépatocytes contenant des globules (rose pale) tendent à être périportaux. Etant « malade mais 
pas mort », ils envoient un signal de régénération chronique qui est reçu par les hépatocytes sans 
globule (rose sombre) qui tend à provoquer dans la région centro-lobulaire des mitoses (rouge) et des 
foyers d’adénomatose (rouge sombre). 
 
 
La maladie de Wilson décrite en 1912 est une maladie génétique récessive entraînant une surcharge 
hépatocytaire en cuivre par défaut d’excrétion biliaire. Plusieurs mutations ont été identifiées sur le 
gène de l’ATPase 7B, cette protéine agissant à différentes étapes du métabolisme intracellulaire du 
cuivre. Les manifestations hépatiques sont précoces et mènent à la cirrhose dans la moitié des cas. 
Chez plus d’un quart des patients, les manifestations cliniques peuvent aussi concerner le système 
nerveux central, le système endocrinien, le rein [43]. Le traitement médical consiste à restaurer 
l’homéostasie du cuivre hépatique en chélatant l’excès de cuivre (D-pénicillamine, trientine, BAL, 
tetrathiomolybdate) permettant une excrétion urinaire, et en utilisant le Zinc qui induit une 
augmentation de synthèse de metalothionéine séquestrant le cuivre dans les entérocytes sous forme 
non toxique. Certains patients développent des hépatites aiguës voire fulminantes imposant la 
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transplantation hépatique [44]. Le risque d’hépatocarcinome est faible, mais semble augmenté avec 
le traitement chélateur [45-47].  
Les rats Long-Evans cinnamon présentent un déficit génétique responsable de la maladie, mais sans 
évolution vers la cirrhose. Ce modèle animal a été utilisé pour préciser le rôle du gène de l’ATPase 
7B dans les voies métaboliques intracellulaires du cuivre en utilisant des adénovirus recombinants 
[48] ou montrer la correction du déficit par des approches de transplantation d’hépatocytes 
syngéniques [13, 49]. Mais l’existence d’un traitement médical efficace pouvant être instauré 
précocement chez les cas index rend l’alternative thérapeutique par thérapie génique questionnable. 
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ableau 2 : Maladies avec atteinte hépatique 

  

aladie 
transmissi
on MIM locus 

Protéine 
mutée  

nb de 
cas Traitement Evolution 

modèle 
animal 

Recherc
e 
précliniq
e* 

yrosinémie 
e type 1 

autosomal
e 
récessive 276700 

15q23-
q25 FAH 

1/10000
0 

diététique et 
nitisinone 

risque 
HCC 

souris 
albinos 
hrdr1 - 

ex 
vivo[12]
in vivo  
[21]  

FIC de type 
II 

autosomal
e 
récessive 602347 7q21.1 MDR3 ? 

acide 
ursodésoxy-
cholique 

risque 
HCC 

souris mdr2 
- non 

éficit en 
AT 

autosomal
e 
récessive 107400 14q32.1 AAT 1/2000 

Perfusion 
d'AAT 
transplantati
on 
hépatique 

risque 
HCC 
Emphys 

souris 
transgéniqu
es AATh 

ex vivo 
[34] in 
vivo [35
37] 

ilson  

autosomal
e 
récessive 277900 

13q14-
q21 

ATPase 
7B 1/30000

Chélateurs 
du Cu. 

risque 
HCC 

rats Long-
Evans 
cinnamon non 

* : de transfert de gènes ; PFIC: Cholestase intrahépatique familiale progressive; AAT: alpha-1-antitrypsine; HCC: 

épatocarcinome; Emphys: emphysème pulmonaire

 Maladies génétiques sans conséquences hépatiques 

armi les déficits génétiques sans anomalies histologiques du foie accessibles à la thérapie génique, 
ous citerons des déficits métaboliques comme le déficit en ornithine transcarbamylase, 

’hypercholestérolémie familiale de type IIa, les déficits de la coagulation comme l’hémophilie B, et la 
aladie de Crigler Najjar. Dans ce groupe, il n’y a pas d’avantage sélectif mais la guérison peut être 
btenue en ne corrigeant qu’une partie des hépatocytes, cette proportion d’hépatocytes fonctionnels 
tant variable en fonction des maladies mais de l’ordre de 10 à 20 %.  

e déficit en ornithine transcarbamylase (OTC) est une maladie à transmission liée à l’X, due à une 
utation du gène codant l’OTC, enzyme mitochondriale hépatique impliquée dans le cycle de l’urée. 
ette pathologie se manifeste souvent dès la naissance par des signes neurologiques, l’accumulation 
’ammoniaque secondaire au déficit enzymatique entraînant une neurotoxicité affectant le système 
erveux central. Chez la fille, la gravité de la maladie est très variable en fonction du degré 
'inactivation de l'X muté, mais peut-être mortelle [50]. Il est important chez le garçon de faire le 
iagnostic anténatal de cette maladie et d’en débuter le traitement symptomatique et de détoxication 
ès la naissance pour le poursuivre jusqu’à une éventuelle transplantation hépatique, afin d’éviter 

’évolution létale (de 75 à 95% des garçons) ou les séquelles avec retard mental [15, 50].  
es souris SPF/ash, déficientes pour le gène de l’OTC, ont permis différents essais de thérapie 
énique et cellulaire. Nous avons développé avec d’autres équipes des modèles de thérapie génique 

n vivo avec des vecteurs rétroviraux [51](annexe 1) ou adénoviraux [52-54]. Des expériences de 
ransplantation d’hépatocytes provenant de greffons partagés allogéniques ont récemment enrôlé 
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deux garçons nouveaux-nés dans des essais cliniques, avec une efficacité transitoire permettant 
l’attente d’une transplantation hépatique à 6 et 7 mois de vie [55, 56]. Un essai clinique de thérapie 
génique in vivo utilisant des adénovirus recombinant a inclus 18 adultes avec un déficit en OTC 
partiel, dont 14 femmes hétérozygotes symptomatiques et 4 hommes hémizygotes métaboliquement 
stables. Il n’a pas permis la correction du déficit et s’est compliqué dans tous les cas d’une réaction 
inflammatoire plus ou moins importante secondaire à la réaction immunitaire cytotoxique et humorale 
développée contre le vecteur adénoviral [57]. Ces complications ont mené dans un cas au décès du 
patient lors d’un syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) 36 heures après l’injection du 
vecteur adénoviral [58]. Cette maladie, compte tenu de l’atteinte précoce néonatale des garçons 
hémizygotes, serait un bon modèle de thérapie génique in utero [59]. Elle pose après la naissance le 
problème de la co-morbidité induite par toutes les approches invasives, toute acidose métabolique 
pouvant être fatale [51] (annexe 1).  
 
L’hypercholestérolémie familiale de type IIa est une maladie autosomale dominante par défaut d’un 
gène codant le récepteur des LDL. Comme il a été répertorié plus de 840 mutations impliquées dans 
le défaut de fonctionnement des récepteurs LDL, des patients peuvent être des équivalents 
d’homozygotes avec une mutation différente sur chaque allèle. Ce défaut fonctionnel des récepteurs 
induit une synthèse hépatique accrue de cholestérol et une augmentation de la durée de vie 
plasmatique de celui-ci. Cette hypercholestérolémie, qui peut dépasser 8 g/L chez l’homozygote, est 
responsable de dépôts cholestéroliques dans de nombreux tissus et en particulier de dépôts 
vasculaires avec un risque d’atteinte coronaire dès l’enfance dans les cas les plus graves. Le 
traitement médical associe chez l’hétérozygote un régime hypocholestérolémiant et des médicaments 
inducteurs du récepteur normal aux LDL. Chez l’homozygote, seules des aphérèses LDL bi-
mensuelles permettent de stabiliser les lésions vasculaires, mais il s’agit d’un traitement extrêmement 
contraignant [60]. Plusieurs patients ont bénéficié d’une transplantation hépatique [61] ou d’une 
transplantation combinée cœur-foie [62], mais cette option thérapeutique additionne les problèmes 
d’immunosuppression et de manque de greffon déjà connus à la morbidité chirurgicale sur ce terrain 
vasculaire particulier [63].  
Le modèle animal le plus utilisé est le lapin Watanabe qui a permis des essais de transplantation 
d’hépatocytes allogéniques [64], et de thérapie génique avec des vecteurs rétroviraux [65, 66], 
adénoviraux [67] ou lentiviraux [68]. Un essai clinique de transplantations d’hépatocytes modifiés 
génétiquement ex vivo ont enrôlé 5 patients [69, 70]. Une hépatectomie partielle permettait de 
récolter des hépatocytes autologogues qui étaient mis en culture, infectés in vivo par des rétrovirus 
recombinants portant le gène des récepteurs LDL, puis réinjectés par voie portale au patient. Trois 
patients ont montré une réduction significative, durable mais partielle du taux de LDL (Figure 6 ci-
dessous). Il n’y a pas eu d’autres essais cliniques, car les méthodes actuelles de thérapie génique ne 
permettent pas de modifier une proportion d’hépatocytes suffisante pour atteindre une efficacité 
clinique correspondant à l’investissement des patients et de l’équipe médicale. 
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Figure 6 : procédure de transplantation d’hépatocytes avec transfert de gène ex vivo chez des 
patients atteints d’hypercholestérolémie familiale (d’après Grossman [69]).Les déficits génétiques de 
la coagulation sanguine peuvent survenir à différents niveaux des 2 voies, intrinsèque et extrinsèque, 
qui convergent avec la conversion protéolytique de la prothrombine en thrombine, elle-même 
responsable de la conversion du fibrinogène en fibrine. Il peut s’agir de l’absence de facteurs clés 
(hémophilie), de la production de protéines anormales (facteur V de Leyden) ou de désordre dans la 
sécrétion de protéines (déficience combinée des facteurs V et VIII). Le foie est directement impliqué 
dans les sécrétions des facteurs anti-hémophiliques et du fibrinogène.  
 
L’hémophilie est une maladie connue depuis l’antiquité. Concernant l’hémophilie B, il s’agit d’une 
maladie récessive liée à l’X due au déficit du facteur IX. Plus de 1000 mutations ont été répertoriées 
sur le gène porté par le bras long du chromosome X. Le diagnostic anténatal est donc uniquement 
possible si la mutation familiale est connue. Le déficit en facteur IX provoque des saignements 
extériorisés, des hématomes, des hémarthroses, et il peut engager le pronostic vital lors d’hémorragie 
interne notamment intracrânienne après un traumatisme. La maladie est dite sévère lorsque le facteur 
IX est inférieur à 1%, modérée entre 1 et 5%, mineure entre 6 et 25%. Le traitement substitutif repose 
sur la perfusion de facteur IX lors de saignements ou de situations à risque (chirurgie, traumatismes). 
Cette substitution comporte les risques infectieux transfusionnels maintenant bien contrôlés et des 
risques immunologiques avec apparition d’un anticoagulant circulant dans 6% des cas, rendant ce 
traitement moins efficace. Ces complications et surtout les séquelles fonctionnelles articulaires 
justifient la recherche de traitement substitutif.  
Des modèles animaux de chien et de souris ont permis le développement de nombreux protocoles de 
thérapie génique in utero [71-74] et après la naissance [75-87]. L’hémophilie fait partie des indications 
où les essais cliniques ont débuté depuis plusieurs années [88-93]. Une première étude menée par 
l’équipe de Katherine High et Mark Kay a inclus 11 patients. Ceux-ci ont reçu une ou plusieurs 
injection intramusculaire contenant des AAV de sérotype 2. La tolérance a été satisfaisante, mais 
l’expression du transgène n’a pas permis pas de correction significative du déficit du facteur IX 
malgré des doses importantes de vecteur pour les derniers sujets. Une autre série de patients a reçu 
récemment le même type de vecteur mais administré via l’artère hépatique. Certains patients ont eu 
des taux thérapeutiques de facteur IX, mais de façon transitoire du fait d’une réaction immunitaire 
dirigée contre les protéines de la capside virale et détruisant les hépatocytes infectés [92, 93]. Une 
autre équipe a utilisé des vecteurs rétroviraux dans un essai clinique de phase I chez 13 patients 
ayant une hémophilie A [90].  L’injection se faisait par voie veineuse périphérique. Cet essai a montré 
une bonne tolérance du vecteur pour les patients et une expression à long terme du transgène chez 
certains patients même si elle était là encore inférieure aux doses thérapeutiques. L’hémophilie est 
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donc la maladie où l’expérimentation en thérapie génique est la plus avancée, et l’hépatologie ne peut 
que bénéficier de ces expériences en hématologie. 
 
 
Tableau 3 : Etudes cliniques de transfert de gène pour la correction des hémophilies.La maladie de 
Crigler Najjar, décrite par ces deux auteurs en 1952, est une maladie autosomale récessive 
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éférence Nb  patients  
phase étude 

Facteur  Vecteur Méthode Dose 
pg / kg 

Résultats 

ay 2000 
88] 

3 / I IX <1% AAV 2 In Vivo 
1 IM 

2.1011  Pas de toxicité. 
Expression modeste. 

anno 2003 
89] 

8 / II IX <1% AAV 2 In Vivo 
IM multiple 

de 2.1011  
à 1,8.1012  

Pas de toxicité. 
Expression 1 à 2%. 

owel 2003 
90] 

13 / I VIII<1% RétroV In Vivo 
3 iV périP 

de 2,8.107  
à 8,8.108  

Pic de sécrétion de  
2,8 à 19%. Pas de 
modification du 
phénotype durable. 

anno 2006 
93] 

7 / I-II IX <1% AAV 2 In Vivo 
Art hépatique 

de 8.1010  
à 2.1012

Taux thérapeutiques 
transitoires. Réaction 
immunitaire contre 
la capside virale. 

g/kg : particules génomiques / kg ; IM : injections intra-musculaires ; RétroV : rétrovirus (Moloney) ; iV : injections intra- 
eineuses 

econdaire au déficit de la bilirubine uridine diphosphonate glucuronosyl transférase de sous-groupe I 
UGT1), responsable d’un défaut de conjugaison de la bilirubine. Seul le type I de la maladie de 
rigler Najjar est sévère, car  le type II et la maladie de Gibert, le déficit en UGT1 répond au 

raitement inducteur par le phénobarbital, ce qui permet d’obtenir une diminution de la bilirubine libre 
94]. La synthèse de l’UGT1 dépend d’un complexe de gènes localisé sur le chromosome 2, dont plus 
e 50 mutations ou délétions ont été décrites, responsable de l’hétérogénéité génétique de la maladie 
95]. La conséquence du défaut de conjugaison dans le type I est un ictère majeur apparaissant dès 
es premiers jours de vie, avec un risque d’encéphalopathie par passage de la bilirubine libre 
iposoluble à travers la barrière hémato-encéphalique, ce qui entraîne la destruction des noyaux gris 
entraux et des centres de l’audition [96]. Les enfants doivent donc rester sous photothérapie 10 à 12 
eures par 24 heures (Figure 7 ci-dessous), en attente d’une transplantation hépatique, seul 

raitement curatif actuel.  



Introduction : Maladies hépatiques et thérapie génique - 16�16§ 
 

 
Figure 7 : photothérapie nocturne de Mélissa et Marine, deux patientes françaises atteintes de la 
maladie de Crigler Najjar  
 
(Image  provenant du site de l’association française de Crigler Najjar ; http://crigler-
najjar.9online.fr).Le rat Gunn est le modèle animal très utilisé de cette maladie. Il a permis plusieurs 
expériences de thérapie cellulaire avec des hépatocytes couplés à des billes de collagènes, 
encapsulés ou des hépatocytes fœtaux [97-100], ainsi que de nombreuses expériences de thérapie 
génique [101] en testant la plupart des vecteurs disponibles : adénovirus [102-104], rétrovirus [105, 
106], vecteurs inertes [107], chimère ARN/ADN [108]. Notre équipe a récemment montré une 
correction complète et permanente du déficit grâce à des injections intraveineuses chez des rats 
Gunn nouveau-nés de rétro-virus (figure 8 ci-dessous) [109] ou de lentivirus [110]. Deux essais 
cliniques de thérapie cellulaire ont été mis en oeuvre par transplantation d’hépatocytes [111], qui ont 
confirmé que cette approche n’est pas suffisante pour obtenir une guérison.  
Il s’agit d’une des meilleures maladies candidates à la thérapie génique puisqu’elle remplie tous les 
critères précités de recherche (gène cloné, modèle animal disponible) et clinique avec un rapport 
bénéfice-risque important, l’absence de traitement médical curatif autre que la transplantation, et 
l’absence d’atteinte d’autres organes. Le fait qu’il n’y ait pas d’avantage sélectif dans cette maladie 
impose un taux de transfert de gène important, supérieur à 10%. Les travaux récents de notre équipe 
chez les rats Gunn nouveau-nés suggèrent qu’un traitement précoce par transfert de gène puisse 
permettre d’atteindre ces objectifs thérapeutiques en clinique humaine. Nous envisageons donc de 
développer un modèle de transfert de gène pré-clinique chez le rat Gunn puis le primate, avant de 
réaliser prochainement un essai clinique chez ces patients. 
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Figure 8 : Bilirubinémie chez les rats gunn, après transfert de gène par des rétrovirus recombinants 
injectés par voie veineuse périphérique en période néonatale.
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Tableau 4 : Maladies sans atteinte hépatique 

Maladie transmission MIM locus 
Protéine 
mutée  nb de cas Traitement Evolution modèle animal 

Recherche  
Préclinique* 

essai 
clinique* 

Déficit en OTC liée à l'X 311250 Xp21.1 OTC 1/80000 

diététique. 
transplantation 
hépatique. 

coma hyper-
amoniémique souris SPF/ash in vivo [51-54]. 

 
in vivo [57, 
58] 

Hyperchol. IIa  
autosomale 
dominante 143890 6 loci ** 

récepteur 
LDL 1/500 

diététique. 
aphérèses 
LDL. 

risque cardio-
vasculaire lapin Watanabe

ex vivo [65, 66] 
in vivo [67, 68] 

ex vivo [69, 
70] 

Hémophilie B liée à l'X 306900
Xq27.1-
q27.2 facteur IX 1/25000 

perfusion 
facteur IX 

saignement, 
arthropathie 

chien 
hémophile, 
souris 

in utero [71-74] 
in vivo[74-79, 
81-84, 86]  

in vivo [88-
90, 92]. 

Crigler Najjar 
autosomale 
récessive 191740 2q37 UGT1 1/1000000

photothérapie. 
transplantation 
hépatique. 

ictère 
nucléaire rat Gunn 

in vivo [102-106, 
108-110] non 

* : de transfert de gènes ; OTC : ornithine transcarbamylase ; Hyperchol.: Hypercholestérolémie familiale   
** : 19p13.2, 1q21-q23, 9q22-q31, 8p21-p12, 7p15, 3p21.2-p14.1       



 

c Maladies hépatiques, thérapie génique et santé publique 
 
Si on exclut l’hypercholestérolémie familiale, l’ensemble des maladies citées précédemment est 
classé dans le groupe des maladies rares, puisque leur incidence varie entre 1/2000 pour le déficit en 
alpha-1-atitrypsine chez les Européens du Nord [28, 112] et 1/106 pour la maladie de Crigler Najjar 
[15]. En terme de politique de santé publique, on pourrait donc se poser la question de l’utilité de 
développer des programmes de recherche sur ces thématiques alors que des pathologies plus 
courantes et encore mortelles ne sont pas résolues. Des éléments de réponse économiques, 
médicaux, scientifiques et éthiques peuvent être apportés.  
 
Le nombre potentiel de malades pouvant bénéficier des techniques de transfert de gène dans le foie 
est finalement non négligeable lorsqu’on cumule l’ensemble des indications précitées. Or, l’impact 
économique est important puisqu’il s’agit le plus souvent de pathologies lourdes, avec parfois la 
conséquence d’une institutionnalisation à vie comme par exemple chez les enfants ayant des 
séquelles neurologiques dans les déficits en OTC. Les estimations de coût sont variables en fonction 
des pays et sont très sensibles aux différents systèmes de santé. Une étude européenne a calculé un 
coût de 80000 €  pour une transplantation hépatique, traitement final de nombreuses hépato-pathies 
héréditaires, coût associé à celui du traitement immunosuppresseur à vie de 7000 € par mois [113]. 
Chez les patients hémophiles, sans parler du traitement substitutif lors de traumatismes, le surcoût 
induit pour chaque intervention chirurgicale même bénigne peut être majeur, du fait du traitement 
substitutif et de l’augmentation de la durée d’hospitalisation. Cela conduit d’ailleurs dans certains cas 
à changer la technique chirurgicale pour des raisons purement économiques [114]. La recherche sur 
le traitement étiologique de ces maladies rares peut donc apporter des solutions économiquement 
avantageuses. La thérapie génique est sur ce point particulièrement attirante si le but recherché d’un 
traitement unique, préventif, et efficace à vie est atteint.  
 
Sur le plan médical, le seul traitement disponible pour ces hépatopathies en fin d’évolution est la 
transplantation hépatique. La survie des patients transplantés dans ces indications est de l’ordre de 
80 % [115]. On sait qu’un des principaux problèmes actuels est la mortalité de patients sur liste 
d’attente qui peut atteindre 25% [116]. Les nouvelles techniques de foie partagé ou de donneurs 
vivants n’améliorent que partiellement ces données [117, 118]. De plus, la technique de donneur 
vivant peut induire une perte de chance lors des maladies génétiques avec atteinte hépatique, où les 
parents donneurs sont hétérozygotes ce qui induit une morbidité supplémentaire pour le donneur qui 
peut perdre lors de l’intervention 60% de sa masse hépatique fonctionnelle et pour le receveur qui 
reçoit un foie qui n’est pas strictement sain [115]. On a aussi vu que pour un des groupes de 
maladies candidates, la transplantation hépatique est frustrante puisqu’elle implique l’exérèse d’un 
foie strictement sain histologiquement. C’est pourquoi des traitements alternatifs sont l’objet de 
recherche depuis plus de 20 ans dans ce domaine.  
 
En effet, sur le plan scientifique, la thérapie génique aurait l’avantage d’apporter une solution curative 
unique au traitement d’hépatopathies héréditaires variées. Mais en dehors des maladies génétiques 
déjà citées, nous pouvons anticiper l’utilisation de ces techniques dans plusieurs maladies hépatiques 
acquises. Par exemple dans le traitement des hépatites virales, on pourrait rendre les hépatocytes 
réfractaires à la réplication virale [119]. Une des voies étudiées pour le traitement des cancers 
potentiellement applicable aux hépatocarcinomes est l’activation d’un gène suicide préalablement 
transféré dans les cellules cancéreuses [120]. Le foie peut être d’autre part protégé des destructions 
cellulaires massives dans les hépatites fulminantes en manipulant génétiquement les mécanismes 
d’apoptoses [121]. Comme dans d’autres domaines, le développement des connaissances et des 
techniques de transfert de gène dans le foie peut induire des retombées positives inattendues. 
 
Enfin, sur le plan éthique, ce concept des maladies rares a été développé car il est justement 
inconcevable de ne pas chercher de traitements pour ces patients au prétexte que leur maladie est 
très particulière avec seulement quelques cas par ans et par pays. Et lorsqu’on demande aux français 
s’il faut investir dans la recherche sur ces maladies génétiques, la réponse est massivement 
affirmative, ce qui a fait tout le succès du téléthon. Il faut donc chercher des réponses, et la thérapie 
génique en est la plus logique. Celle-ci induit d’ailleurs un autre versant à la question éthique, qui est 



 

le maintien d’une vigilance permanente sur les risques provoqués par la manipulation génétique, dont 
les 2 principaux sont l’oncogénèse et la modification des lignées germinales. L’oncogénèse est 
secondaire à une mutagénèse insertionnelle, dont le risque dépend de plusieurs variables dont celle 
du type de vecteur utilisé. Ces données récentes vont influencer le choix des vecteurs lors des 
protocoles cliniques. De même, la modification des lignées germinales sera évitée si l’administration 
du vecteur est limitée à l’organe cible. Cette vigilance explique la prudence nécessaire lors du 
passage entre le laboratoire et les essais animaux, et plus encore entre les modèles animaux et les 
essais cliniques. Il y a comme souvent un équilibre à trouver entre efficacité et sûreté, et malgré 
toutes les précautions prises, l’histoire récente des essais cliniques de transfert de gène a montré que 
ce passage pouvait être source de complications parfois mortelle pour les patients. Il est donc 
primordial d’intégrer ce principe de précaution dès la conception des protocoles de thérapie génique, 
et nous reviendrons sur l’intérêt des techniques chirurgicales dans ce cadre. 
 
 

III MÉTHODES DE TRANSFERT DE GÈNES DANS LE FOIE 
 

a Méthodes  
 
Plutôt que de remplacer l’ensemble du foie comme dans la transplantation hépatique, l’idée de la 
thérapie génique est d’apporter uniquement un gène sain permettant de remplacer la fonction du 
gène déficient, soit directement in vivo par des vecteurs porteurs du gène sain injectés dans la 
circulation sanguine hépatique, soit indirectement ex vivo, sur des hépatocytes isolés d’un lobe 
hépatique réséqué, modifiés génétiquement in vitro, et ensuite réimplantés dans le foie.  
Ces deux techniques sont possibles d’une part grâce aux propriétés anatomiques et histologiques du 
foie, et d’autre part grâce au développement de vecteurs permettant ce transfert de gène. Elles ont 
chacune des avantages et des inconvénients, et il reste encore des étapes expérimentales à franchir 
puisque malgré le nombre important de travaux dans ce domaine ces dix dernières années, ces 
techniques ne sont pas encore entrées dans l’arsenal thérapeutique en pratique clinique. 
 
Le foie est une cible intéressante pour le transfert de gène in vivo car il est d’emblée accessible via la 
circulation sanguine. En effet, le flux hépatique sanguin représente 1/5 du débit cardiaque. Une 
particule injectée dans la circulation sanguine peut donc atteindre très rapidement le foie. De plus, 
nous avons vu que l’endothélium hépatique était fenestré chez l’homme, avec des orifices 
endothéliaux de plus de 100 nm de large permettant le passage de macromolécules telles que les 
particules virales qui peuvent ainsi atteindre aisément les hépatocytes. L’importance de la 
fenestration de l’endothélium a été montrée dans le cas des tumeurs hépatiques. Celles-ci 
provoquent en effet une disparition de la fenestration appelée « capillarisation » de l’endothélium qui, 
associée à l’épaississement de la membrane basale menant à la fibrose hépatique, entraîne une 
réduction considérable de la transduction hépatocytaire. Plusieurs études ont montré la faible 
efficacité du transfert de gène par voie portale dans les tumeurs hépatiques, confirmant l’importance 
de la perméabilité endothéliale [122-124]. 
L’administration de vecteurs dans la circulation systémique pose le problème de leur dissémination 
aux autres organes et celui de leur dilution dans la masse sanguine de l’hôte, avec un nombre de 
particules infectieuses par cellules à infecter (MOI) insuffisant dans le foie quand le titre viral est 
faible. Afin d’augmenter le nombre de particules atteignant réellement les hépatocytes tout en 
diminuant la diffusion aux autres organes, notre équipe a développé des méthodes de perfusion 
sélective du foie après exclusion vasculaire. Nous verrons que cette approche chirurgicale a ensuite 
été appliquée chez les grands animaux, permettant d’envisager une application clinique. 
 
Les approches ex vivo sont possibles puisque les hépatocytes peuvent être isolés et transplantés. 
Ces techniques ex vivo éliminent les inconvénients potentiels inhérents aux transferts de gène in vivo, 
comme la toxicité directe du vecteur, la dissémination du transgène ou les modifications génétiques 
de cellules qui ne sont pas hépatiques. Ces hépatocytes peuvent être hétérologues ou être des 
hépatocytes autologues cultivés et modifiés génétiquement in vitro. Chez les rongeurs, de 
nombreuses études à l’origine des thérapies cellulaires ont montré que l’injection des hépatocytes 
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dans la rate des animaux permettait une migration immédiate vers le foie via le système porte [125]. 
Ils pénètrent par les branches veineuses portales dans les sinusoïdes hépatiques proximaux du fait 
de leur taille importante, et se distribuent donc préférentiellement dans les régions periportales des 
lobules hépatiques [126]. La plupart des hépatocytes bloqués dans les sinusoïdes sont détruit par la 
réaction phagocytaire, mais environ 20% des cellules transplantées allogéniques s’intègrent dans le 
parenchyme hépatique en une semaine et sont dès lors fonctionnels à vie [32, 127]. Il reste que ces 
techniques classiques de transplantation hépatocytaire ne permettent une transduction ne 
correspondant au mieux qu’à 1% de la masse hépatique de l’animal receveur. Ce taux peut suffire 
pour avoir des bénéfices métaboliques [128]. Les transplantations d’hépatocytes étant possibles chez 
les bébés, cela ouvre des perspectives de thérapies ex vivo dans les stades précoces des 
hépatopathies métaboliques héréditaires [55]. D’autre part, la répétition des perfusions d’hépatocytes 
est possible avec une certaine efficacité thérapeutique [55, 129, 130].   
Néanmoins, plusieurs stratégies ont été essayées chez l’animal afin d’améliorer le taux de 
transplantation cellulaire. Lors de la « prise de greffe », il a été montré que l’intégration était meilleure 
(1) lorsque le foie était en régénération [64], (2) en utilisant des vasodilatateurs permettant 
l’augmentation du nombre de cellules déposées dans les sinusoïdes hépatiques [131],  (3) en 
rompant l’endothelium par des drogues comme le cyclosphamide [132], ou (4) en déplétant le foie 
des cellules de Küpffer par du chlorure de gadolinium avant la transplantation [133]. D’autres 
stratégies visent à augmenter la masse d’hépatocytes transplantés après l’intégration dans le 
parenchyme hépatique. Le tetrachlorure de carbone, en détruisant sélectivement les hépatocytes 
centrolobulaires, permet une régénération des hépatocytes portaux et donc des hépatocytes 
transplantés [134]. L’utilisation de la rétrorsine ou l’irradiation du foie avant la transplantation dans le 
but d’inhiber les capacités de régénération des hépatocytes hôtes, associées à une forte pression de 
régénération après la transplantation par une large hépatectomie et des lésions d’ischémie-
reperfusion, permet une repopulation presque complète par les hépatocytes transplantés du foie 
receveur dans des modèles de transplantation de 0,5% de la masse hépatique du receveur  [135-
137]. Les techniques de transplantation d’hépatocytes sont possibles chez l’homme [55, 111, 128, 
130]. Elles sont néanmoins complexes lorsque l’on veut les appliquer en clinique humaine si des 
cultures sont nécessaires. Par exemple, la transplantation d’hépatocyte pour une patiente a nécessité 
3x109 cellules soit 800 boites de cultures [69]. De nouvelles procédures ont donc été développées 
pour éviter ces cultures. L’utilisation de vecteur comme les lentivirus ne nécessitant pas de division 
cellulaire pour infecter les hépatocytes, des techniques de suspension cellulaire sans adhésion en 
boite de culture, suivi d’une réimplantation quelques heures après le prélèvement permet d’utiliser 
presque tous les hépatocytes prélevés et d’obtenir un taux de 3 à 5 % de la masse hépatique de 
l’animal [138]. Il reste que ces approches ex vivo souffrent d’une faible efficacité au prix de protocoles 
complexes. La guérison de plusieurs des hépatopathies héréditaires citées dans le chapitre 
précédent demande un taux de transfection de 5 à plus de 30% [1], alors que les essais cliniques de 
l’équipe de Wilson ont abouti à un hépatocyte transduit sur 10000 [69, 70].  
 
On voit donc que le foie, par ses dispositions anatomiques et sa riche vascularisation, les propriétés 
de son endothelium, ses possibilités de régénération et sa capacité à intégrer des hépatocytes 
exogènes, permet le développement de stratégies qui évitent la transplantation hépatique. Les 
méthodes in vivo ont l’avantage de la simplicité et d’une grande efficacité thérapeutique potentielle, 
mais laissent la possibilité d’infection d’autres tissus que les hépatocytes cibles. Les méthodes ex 
vivo garantissent une sécurité génétique maximale, puisque seuls les hépatocytes transplantés sont 
modifiés par rapport à l’hôte, mais elles posent le problème de leur efficacité, avec la nécessité de 
procédures complexes pour atteindre des taux thérapeutiques, procédures dont la tolérance clinique 
reste à évaluer. Les méthodes chirurgicales de transfert de gène in vivo avec une perfusion sélective 
du vecteur dans le foie après exclusion vasculaire permettraient d’allier l’efficacité thérapeutique des 
méthodes in vivo classiques et la sécurité des méthodes ex vivo. 
 
 

b Vecteurs 
 
Les vecteurs non viraux ont été les premiers vecteurs construits dans le but de protéger l’ADN nu des 
dégradations intra et extra-cellulaires. De nombreuses constructions ont été essayées, incluant les 
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liposomes cationiques ou anioniques [107, 108] et plus récemment le système des phiC31 intégrases 
[139]. Certaines constructions, comme le système des récepteurs aux asialoglycoprotéines par 
exemple, étaient capables de cibler préférentiellement les hépatocytes avec cependant une 
expression du transgène limitée et transitoire [140]. Une avancée récente a été le développement 
d’une procédure d’injection volumineuse par la veine de la queue des rongeurs [141]. Elle consiste en 
l’administration d’une solution contenant d’ADN plasmidique nu d’un volume correspondant à 10% du 
poids de l’animal, en quelques secondes [142]. Le cœur ne pouvant supporter une telle précharge, le 
liquide contenant l’ADN reflue dans le foie par les veines sus-hépatiques. Cette méthode est 
maintenant utilisée par de nombreux laboratoires, avec une efficacité de transduction pouvant 
atteindre 40%. Sa simplicité permet de tester l’efficacité de nouvelles constructions génomiques sans 
avoir besoin de recourir à la construction d’un vecteur viral. Son efficacité reste en revanche le plus 
souvent transitoire. Comme cela a été essayé en utilisant des vecteurs viraux [87, 143-145], une 
méthode intéressante est l’adaptation de cette technique à la perfusion d’un membre isolé, adaptation 
qui a été entrepris chez les rongeurs, les chiens, et les macaques [146], et qui a été appliqué 
récemment au rat Gunn pour la correction de la maladie de Crigler Najjar [147]. Les résultats sont 
encore préliminaires, avec des réinjections possibles mais une perte d’efficacité avec le temps. 
  
Les vecteurs viraux sont actuellement considérés comme les outils de transfert de gène dans le foie 
les plus efficaces. Il s’agit de virus dont tout ou partie du patrimoine génétique a été délété, puis 
remplacé par un gène thérapeutique. Ils deviennent ainsi défectifs pour la réplication, la construction 
de l’enveloppe et de la capside virale ainsi que l’intégration du génome virale modifié se faisant dans 
des cellules d’encapsidation (figure 9 ci-dessous). De nombreux virus ont été essayés, incluant les 
virus herpes, ceux de l’hépatite B, ou les baculovirus. Mais les quatre virus les plus prometteurs sont 
les adénovirus, les rétrovirus, les lentivirus, et les AAV [10].  
 

 
 
Figure 9 : construction de vecteurs viraux recombinants dans les cellules d’encapsidation 
Les adénovirus sont des virus identifiés depuis les années 50, responsables chez l’homme 
d’infections ORL, broncho-pulmonaires et de gastro-entérites. Il s’agit de virus non enveloppés avec 
une capside icosahédrique de 110 nm de diamètre, dont l’information génétique est portée par un 
ADN linéaire bicaténaire. Les vecteurs adénoviraux recombinants, délété de la région E1 de leur 
génome afin qu’ils ne soient pas réplicatifs, ont été construit dés la fin des années 80 [148]. Ils ont été 
très utilisés en raison de leur capacité à infecter les hépatocytes quiescents à un taux important [149, 
150]. Il est cependant vite apparu que l’expression du transgène était transitoire du fait de 
l’élimination des hépatocytes infectés par une réponse immunitaire cytotoxique. Celle-ci était 
principalement dirigée contre les protéines adénovirales, quoique la réaction contre le produit du 
transgène était aussi présente dans certaines souches de souris [151].  
Deux stratégies ont été développées pour éviter cette réaction immunitaire. La première était une 
modulation du système immunitaire de l’animal receveur. L’efficacité de drogues comme le 
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cyclophosphamide, le FK506, le CTLA4Ig ou l’induction d’une tolérance pour le produit du transgène 
ou les protéines virales, a été montrée [6, 103, 152-156]. La seconde stratégie a consisté à modifier 
le vecteur lui-même, soit par délétion des séquences codantes les protéines virales (« gutless, gutted, 
ou helper-dependent adenovirus ») [157, 158],  soit par l’expression d’un gène immunomodulateur 
comme dans les adénovirus non délétés de la région E3, qui exprime une glycoprotéine de 19kDa 
connue pour interférer avec la réponse immunitaire [159], ou grâce à la co-expression de CTLA4Ig et 
du transgène [103]. De ces différentes stratégies, l’utilisation des « gutless adenovirus » semble la 
plus prometteuse car elle a permis d’obtenir dans des protocoles précliniques chez les grands 
animaux une expression prolongée de la protéine thérapeutique [83, 160, 161]. Un essai clinique a 
été initié pour le traitement de lymphome cutané humain avec ce type de vecteur [162]. Un travail 
récent a permis la correction complète et définitive de rats gunn par une injection unique de gutless 
adénovirus [104]. La dose employée correspondait néanmoins à la dose d’adénovirus délétés en E1-
E4 ayant entrainé le décès de l’enfant avec un déficit partiel en OTC [58]. La toxicité de ces gutless 
adénovirus a été confirmée chez des babouins. Elle était dépendante de la dose injectée, sans 
rapport avec l’expression de gènes viraux, et liée à l’activation d’une réponse immunitaire ancienne 
[163, 164].  Il persiste d’autre part des difficultés pour produire de grande quantité de ces virus. Ces 
deux faits diffèrent une éventuelle application en clinique humaine de transfert de gène dans le foie. 
 
 
Les rétrovirus sont des virus eucaryotes enveloppés, dont l’information génétique est portée par 2 
molécules d’ARN simple brin de petite taille. Ils sont classés en trois familles : les oncovirus, les 
lentivirus, et les spumavirus. Les rétrovirus ont un cycle réplicatif identique quelle que soit leur famille 
(figure 10 ci-dessous), dans lequel une transcriptase reverse virale permet la fabrication à partir de 
l’ARN viral d’un ADN double brin ou provirus qui va s’intégrer dans l’ADN de la cellule hôte.  
 
 

 
Figure 10 : cycle réplicatif des rétrovirus.Les rétrovirus recombinants sont des oncovirus dérivés du 
virus leucémogène murin de Moloney, d’un diamètre de 126 nm de diamètre. Ils sont utilisés depuis 
plus de 15 ans comme vecteurs de transfert de gène, en particulier pour l’hépatocyte. De 
nombreuses équipes se sont intéressées à ce type de virus du fait de deux qualités importantes. La 
première est l’absence de réaction immunitaire contre les particules virales, la totalité des trois gènes 
gag, pol, et env, codant leurs protéines virales ayant été remplacé par les gènes d’intérêt. La seconde 
est l’intégration du génome viral dans le génome de la cellule hôte, ce qui permet d’obtenir une 
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expression du transgène à vie. En revanche, ces virus ne sont capables d’infecter que des cellules en 
division, car le complexe d’intégration viral ne peut entrer en contact de l’ADN de la cellule hôte que 
lorsque la membrane nucléaire est dissoute [165]. Cela impose pour transduire le foie in vivo d’induire 
une régénération hépatique. Il est démontré depuis 1991 que la réalisation d’une hépatectomie 
partielle suivie de l’injection de la solution rétrovirale par la veine porte permettait une transduction 
hépatocytaire efficace [166]. Le niveau d’expression du transgène était corrélé au titre viral et à 
l’intensité de la régénération hépatique [167]. D’autre méthode pour induire une prolifération 
hépatocytaire, telles que l’occlusion de la veine porte, l’administration de facteurs de croissance ou de 
composants toxiques, ont été utilisés avec succès [168-170].  
Néanmoins, l’intégration du génome viral dans le génome cellulaire constitue un événement 
potentiellement mutagène. Elle peut conduire à l’activation d’un proto-oncogène par insertion de 
séquences promotrices. Des travaux récents ont montré que les rétrovirus contrairement aux 
lentivirus insèrent leur génome préférentiellement dans la zone de démarrage des unités 
transcriptionnelles [171], ce qui majore statistiquement ce risque d’oncogénèse par mutagénèse 
insertionnelle. Ce risque a été confirmé lors de l’essai clinique conduit par l’équipe d’Alain Fischer 
pour le traitement d’enfants ayant un déficit immunitaire combiné sévère lié à l’X. Un transfert de gène 
ex vivo ciblant les précurseurs hématopoïétiques CD34 des patients a utilisé des rétrovirus 
recombinants. Ces patients traités ont bénéficié d’une correction de leur déficit et ont pu mener une 
vie normale sans traitement adjuvant, mais les deux plus jeunes enfants ont présenté 30 et 34 mois 
après le transfert de gène une leucémie aiguë lymphoblastique T. Il a été montré chez ces patients 
une intégration du rétrovirus près du promoteur du proto-oncogène LMO2, responsable de la 
transformation maligne d’un clone de lymphocyte T [172]. Le déficit génétique initial et le jeune âge 
des enfants auraient considérablement favorisé la prolifération clonale lymphocytaire, ce qui limiterait 
le risque de mutagénèse insertionnelle à ce contexte particulier [173]. Des travaux récents montrent 
en effet que les sites d’intégration diffèrent en fonction du type de cellules, de leur maturité, de l’âge 
du patient, et de la présence ou non d’une maladie génétique sous-jacente [165, 174]. Il semble 
néanmoins raisonnable en l’état actuel des connaissances de ne pas utiliser ces vecteurs dans des 
essais cliniques avant de trouver des solutions évitant l’intégration du génome rétroviral sur des sites 
mutagènes.  
  
Les lentivirus ont été évalués plus récemment pour la transduction d’hépatocytes. Ce sont des 
rétrovirus dérivés du HIV. Contrairement aux oncovirus, ils sont capables d’infecter des cellules 
quiescentes en phase G1 du cycle cellulaire, car leur complexe d’intégration viral peut pénétrer dans 
le noyau avec une membrane nucléaire intacte [165]. Comme tous les rétrovirus, leur génome est 
intégré dans celui de la cellule hôte [175, 176].  Mais les essais ont montré qu’ils infectaient 
difficilement les hépatocytes adultes au stade G0 du cycle. Une barrière d’espèce spécifique des 
temps précoces de l’infection par des virus HIV, qui a été observé dans plusieurs variétés de lignées 
cellulaires de mammifères non humains et de rongeurs, peut aussi expliquer cette faible infectivité 
des lentivirus chez les rongeurs [138, 177]. Une stimulation des hépatocytes pour les faire entrer 
dans le cycle cellulaire augmente considérablement la transduction, ainsi qu’une modification de leur 
structure par une base purique, d’où leur intérêt actuel dans les transferts de gène in vivo [68, 110, 
178-180]. Ils ont néanmoins plusieurs inconvénients qui vont nécessiter des travaux complémentaires 
avant d’envisager une application clinique. Le premier est leur taille, 133 nm de diamètre, qui rend 
leur passage à travers les pores de l’endothélium hépatique théoriquement plus difficile que pour les 
autres vecteurs viraux. Le second est le fait qu’ils infectent préférentiellement les cellules de Küpffer 
plutôt que les hépatocytes dans les techniques de transfert de gène in vivo. Une équipe hollandaise a 
ainsi montré que l’utilisation du chroride de gadolinium, qui inactive les cellules de Küpffer, multipliait 
par 7 le taux de transfection hépatocytaire par les lentivirus chez la souris [181]. Le troisième 
inconvénient est leur intégration au génome de la cellule hôte, qui pose comme pour les oncovirus le 
problème de la mutagénèse insertionnelle. Les lentivirus intègrent préférentiellement des gènes 
actifs, mais ils ne ciblent pas la région en aval des sites de départ de la transcription des proto-
oncogènes, contrairement aux oncovirus [174]. Le risque de mutagénèse insertionnelle est donc 
théoriquement inférieur, mais le risque d’interruption d’un gène régulier est lui supérieur [165].  Les 
travaux actuels sur des lentivirus non intégratif permettront peut-être de les rapprocher de l’étape 
clinique de transfert de gène in vivo.  
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Les virus adeno-associés ou AAV sont des parvovirus humains défectifs, c’est à dire non pathogène 
pour l’homme. Ce sont des virus non enveloppés à ADN monocaténaire, qui ont besoin pour leur 
réplication d’un virus auxilliaire comme l’adénovirus, d’où leur nom. Les AAV recombinants 
représentent des outils très intéressants de transfert de gène dans le foie. De la même façon que 
pour les rétrovirus, ils sont délétés des gènes codant les protéines virales. Ils n’induisent donc a priori 
pas de réponse immunitaire contre les cellules transduites vis à vis de ces protéines virales, 
contrairement aux adénovirus recombinants classiques. Une étude a même découvert que ces 
vecteurs peuvent être tolérogènes pour des protéines étrangères après leur administration dans le 
foie [182]. De nombreux travaux ont montré que les AAV sont capables de transduire des 
hépatocytes pour une longue période dans des modèles animaux de différentes tailles [79, 81, 82]. 
Plusieurs sérotypes viraux sont connus. Le plus utilisé a été le sérotype 2, mais des sérotypes 7 et 8 
ont été découvert récemment [183]. Il a été montré que le sérotype 8 pouvait être le plus efficace pour 
infecter le foie [184-188]. Leur petite taille de 26 nm est un avantage pour traverser les fenêtres de 
l’endothélium hépatique, mais elle limite leur capacité nucléique, ne permettant le transport que de 
petits gènes d’environ 5 kb [1]. Comme les AAV sont relativement faciles à produire, des essais 
cliniques ont déjà été mis en œuvre. Nous avons vu que dans le cadre de l’hémophilie sévère, trois 
protocoles de transfert de gène in vivo par des AAV recombinants ont inclus un total de 18 patients 
(tableau 3 p 24). Ces patients n’ont pu encore bénéficier d’un taux thérapeutique de facteur anti-
hémophilique stable, l’expression du transgène étant restée transitoire [93, 189, 190]. Mais ces 
travaux ont confirmé que ce vecteur était très bien supporté sur le plan clinique, sans aucun effet 
secondaire notable que ce soit après une injection intramusculaire ou une perfusion intra-artérielle 
hépatique. Sur le plan éthique, il s’agit donc actuellement du meilleur vecteur utilisable pour un essai 
clinique.  
Plusieurs vecteurs sont donc maintenant disponibles pour permettre un transfert de gène sans 
destruction des cellules transduites par une réaction immunitaire dirigée contre les protéines virales. Il 
reste néanmoins une étape à franchir avant l’application clinique. L’amélioration des méthodes de 
transfert de gène a en effet fait découvrir depuis quelques années un autre type de réaction 
immunitaire contre les cellules transduites, dirigée cette fois contre le produit du transgène. 
 
 
Tableau 5 : Revue des principaux vecteurs disponibles pour les techniques de transfert de gène dans 
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dénovirus Capacité de clonage importante Toxicité aigüe 
Haut niveau de transduction  
Expression à long terme (gutless)  

étrovirus Pas de réponse immunitaire virale Mutagénèse insertionnelle 
Expression à long terme Transduction des seules cellules 

en division  
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 Réponse immunitaire adaptée à la 
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Réaction immunitaire contre les protéines virales 
 
 Le rôle du système immunitaire a été évoqué en premier lieu lors de l’utilisation des adénovirus 
recombinants. Ceux-ci ne permettaient qu’une expression transitoire du transgène, excepté dans les 
études chez les animaux nouveaux-né, chez les animaux immunodéficients, ou dans les organes 
« immunoprivilégiés » comme la rétine [191]. Ces exceptions ont suggéré que le système immunitaire 
jouait un rôle primordial dans ce caractère transitoire de l’efficacité du transgène. Des travaux ont 
ensuite confirmé qu’une réaction immunitaire cytotoxique était spécifiquement dirigée contre les 
protéines adénovirales exprimées par les hépatocytes transduits [192]. Ces adénovirus recombinants 
avaient en effet l’inconvénient d’avoir gardé une partie de leurs génomes codant certaines protéines 
virales. Celles-ci étaient exprimées par la cellule, reconnues du système immunitaire de l’hôte, et 
elles provoquaient une réaction cytotoxique détruisant les cellules transduites.  
Les autres vecteurs viraux, y compris les adenovirus « gutless », n’ont pas cet inconvénient puisque 
leur génome est délété de séquences codant les protéines virales. L’injection par voie systémique de 
ces vecteurs viraux déclenche une réaction immunitaire contre les protéines de la capside virale, ce 
qu’ont confirmé les études récentes utilisant des AAV chez les primates [186, 193]. Mais toutes les 
études réalisées chez l’animal n’ont pas montré de destruction des cellules transduites par cette 
réaction immunitaire dirigée contre les protéines virales. En effet, les éléments de la capside virale 
sont détruit dans les cellules hôtes avant que la réaction immunitaire soit efficace, et l’absence de 
synthèse de nouvelles protéines virales par le génome de ces vecteurs empêche une réaction 
cytotoxique secondaire. Notre groupe utilise par exemple depuis de nombreuses années les 
rétrovirus recombinants, sans n’avoir jamais mis en évidence de réaction immunitaire détruisant les 
cellules hôtes et ciblée contre des éléments de l’enveloppe virale (cf infra). L’application d’un 
protocole de transfert de gène in vivo en utilisant des AAV 2 chez des patients hémophiles a montré 
en revanche une expression transitoire du transgène du fait d’une réaction immunitaire cytotoxique 
dirigée contre les protéines virales [92, 93]. Deux facteurs ont provoqué cette réaction immunitaire 
particulière à l’homme. Le premier est une élimination lente de la capside virale des AAV2 dans les 
hépatocytes transduits. Le second est la présence chez la majorité des patients d’une immunité 
ancienne, les AAV étant des virus co-infectant avec les adénovirus les patients dans la petite 
enfance. Cette immunité naturelle est mobilisable beaucoup plus rapidemment du fait des 
lymphocytes T à mémoire, ce qui mène à la destruction des hépatocytes avant l’élimination des 
éléments de la capside de l’AAV 2. Les inconvénients de cette réaction immunitaire dirigée contre les 
protéines virales avec ces vecteurs n’ayant pas de séquences codant les protéines virales sont donc 
(1) l’impossibilité d’envisager des réinjections avec le même vecteur dés l’apparition des anticorps 
dirigés contre lui et (2) le déclenchement d’une réaction inflammatoire cytotoxique s’il existe une 
immunité ancienne pré-existante. Ce deuxième phénomène a été montré pour les adénovirus [194] et 
les AAV de sérotype 2 [188], et il nécessite la détection d’une immunité ancienne dirigée contre les 
protéines de la capside du vecteur  avant tout essai clinique ou pré-clinique chez les primates. Si 
cette immunité ancienne existe, il faudra probablement envisager une immuno-modulation transitoire 
le temps que la capside virale s’élimine des hépatocytes [93]. 
 

b Réaction immunitaire contre le produit du transgène 
 
Il est apparu avec l’utilisation de rétrovirus à haut titre que l’efficacité de la transduction était certes 
excellente, pouvant être supérieure à 50% [167], mais qu’elle devenait aussi transitoire [195], alors 
qu’avec des titres plus faibles, l’expression du transgène était inférieure à 5%, mais permanente 
[166]. Ce caractère transitoire n’était pas du à une extinction du promoteur puisque l’analyse de l’ADN 
recombinant par  PCR démontrait une disparition totale du transgène. Cette disparition était 
concomitante de l’apparition sur les coupes histologiques d’une inflammation du parenchyme 
hépatique avec des lymphocytes T cytotoxiques. Le fait que cette inflammation n’apparaisse pas chez 
des animaux normaux traités par des anticorps anti-CD8 confirmait une élimination immunitaire 
cytotoxique des hépatocytes transduits. Celle-ci n’était pas non plus retrouvée chez des animaux 
transgéniques pour la beta-galactosidase lorsque le transgène codait pour cette protéine [196].  Les 
animaux transgéniques étant tolérants à la beta-galactosidase mais à aucune des protéines 
rétrovirales, cette observation démontrait que la cible réelle de la réaction immunitaire était bien dans 
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ce cas le produit du transgène lui-même. On a observé que cette réaction immunitaire cytotoxique 
était accompagnée de l’apparition d’anticorps spécifique du produit du transgène, dirigés par exemple 
contre la BGT1 chez les rats Gunn, modèle de la maladie de Crigler-Najjar [196].  
 
Cette réponse contre le produit du transgène a été retrouvée pour les autres vecteurs viraux ; les 
adénovirus [151], les lentivirus [197], les AAV [198]. Cette réponse peut concerner le gène 
thérapeutique mais aussi les protéines transactivatrices incluses dans la construction transgénique 
[199]. D’autre part, l’intensité de la réaction cytotoxique dépend de l’organe cible, et à ce titre, le foie y 
est particulièrement sensible. En effet, chez des animaux immunisés, les hépatocytes transduits sont 
éliminés alors que l’expression du transgène reste présente dans d’autre organe moins sensible à 
l’attaque immunitaire cytotoxique. Notre groupe a démontré par exemple que des muscles infectés 
avec des AAV exprimaient de manière permanente la beta-galactosidase chez des animaux pour 
lesquels une élimination par une réaction immunitaire cytotoxique d’hépatocytes transduits par des 
rétrovirus codant la même protéine était survenue [200]. Ce résultat était obtenu quelle que soit la 
séquence d’administration des vecteurs, rétrovirus dans le foie puis AAV dans le muscle un mois plus 
tard ou l’inverse, AAV puis rétrovirus. La même observation a été faite pour les cellules rétiniennes 
exprimant la beta-galactosidase de manière permanente chez des animaux immunisés contre celle-ci 
lors d’une réaction immunitaire cytotoxique contre des hépatocytes infectés par des rétrovirus [201]. 
Une des explications à cette différence inter-organe serait le caractère fenêtré de l’endothélium 
hépatique permettant le passage des lymphocytes T circulants, alors que l’endothélium continu du 
muscle ou de la rétine aurait un rôle protecteur contre l’attaque immunitaire. 
 
Deux mécanismes ont été invoqués pour expliquer cette réaction immunitaire contre le produit du 
transgène. Le premier est une infection des APC par le vecteur. Dans ce cas, le transgène s’exprime 
dans les APC comme il le ferait dans les hépatocytes, mais le produit du transgène dans ces cellules 
se comporte alors comme un antigène, déclenchant une réaction immunitaire humorale et 
cytotoxique. Ce mécanisme a été rapporté pour les rétrovirus après injection musculaire [202, 203] et 
pour les lentivirus après injection systémique [197]. Ce mécanisme impliquant les APC peut être évité 
par l’utilisation dans la construction virale de promoteur spécifique à l’organe cible. Lors de l’infection 
des APC par le vecteur, le transgène ne peut s’exprimer puisque son promoteur ne fonctionne pas, 
interrompant ainsi le processus immunitaire. Cette méthode a été appliquée avec succès avec des 
adénovirus [204] et des lentivirus dans le foie [85], et des rétrovirus dans le muscle [205].  
Plusieurs travaux ont montré que les AAV déclenchaient des réactions immunitaires contre le produit 
du transgène, notamment dans des études à but vaccinal [206, 207]. Pourtant d’autres études ont 
montré que ces AAV recombinants n’infectaient pas les APC [198, 208, 209]. Cette absence 
d’infection des APC par les AAV dépend néanmoins de la dose et du sérotype viral utilisé, puisqu’un 
travail récent avec des AAV8 dans le foie de souris a montré que l’utilisation d’un promoteur 
spécifique était nécessaire pour éviter le déclenchement d’une réaction immunitaire cytotoxique dans 
ce protocole [11]. L’absence d’infection des APC lors des premiers travaux a mené à invoquer un 
autre mécanisme. Les lignées cellulaires productrices des vecteurs recombinants sécrètent aussi les 
protéines, produit du transgène, qui sont donc présentes dans le surnageant. Lors de l’injection de ce 
surnageant viral dans l’animal, ces protéines agissent comme des antigènes. Elles sont captées par 
les APC, ce qui déclenche une réaction immunitaire avec une composante humorale via l’activation 
des lymphocytes Th2 [209] et une composante  cytotoxique via un mécanisme de « cross-
presentation » [198]. Une des méthodes envisagées pour empêcher cette réaction serait donc de 
purifier le surnageant avant l’administration du vecteur in vivo. Cette réaction immunitaire peut d’autre 
part être influencée par l’organe cible et la voie d’injection, avec par exemple des anticorps 
apparaissant après injection intramusculaire d’AAV recombinants chez la souris, alors qu’une 
expression à long terme dans le foie est obtenue sans anticorps ni réaction cytotoxique après 
injection intraveineuse dans le même modèle [210].  
 
Au vu de ces différents résultats, il est parfaitement établi que l’on doit éviter cette réaction 
immunitaire contre le produit du transgène si l’on veut obtenir un traitement efficace à long terme de 
maladies génétiques héréditaires du foie. Dans le cadre du  transfert de gène dans le foie in vivo par 
des rétrovirus recombinants, deux études récentes confirment ce fait. La première concerne la 
mucopolysaccharidose de type VII, ou l’équipe de Kathy Ponder et Mark Haskins a utilisé un modèle 
de chien avec un déficit en beta-glucuronidase [9]. Dans ce modèle, le déficit génétique résulte d’une 
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mutation ponctuelle d’un seul acide aminé, provoquant une absence d’activité de l’enzyme qui est 
néanmoins sécrétée. En conséquence, la protéine thérapeutique codée par le transgène, différant 
uniquement par un acide aminé de la protéine native mutée, a été reconnue comme appartenant au 
soi et n’a pas déclenché de réponse immunitaire. Dans cette expérience, l’administration de vecteurs 
rétroviraux contenant le gène de la beta-glucuronidase par injection systémique dans des chiens 
nouveau-nés a permis une correction complète et permanente du déficit génétique. La seconde étude 
réalisée par notre groupe a consisté en une immuno-modulation par l’administration de CTLA4Ig ou 
de LF-15-0195 lors de l’injection de rétrovirus recombinants codant un gène marqueur, ces deux 
molécules étant utilisées en pratique clinique pour induire une tolérance lors de transplantation 
d’organe [5]. Le CTLA4Ig et le LF-15-0195 étaient injectés pendant les 8 premiers jours qui ont suivi 
le transfert de gène. Dans un autre groupe de rat, une co-infection par des adénovirus recombinants 
dont le transgène exprimait le CTLA4Ig a permis l’expression de celui-ci. Plusieurs animaux de 
chaque groupe ont montré une expression à long terme du transgène, avec une plus grande efficacité 
pour le CTLA4Ig à dose importante ou via la co-infection adénovirale. Ces deux études ont donc 
montré que le transfert de gène dans le foie in vivo par des rétrovirus recombinants est parfaitement 
efficace lorsque la réponse immunitaire est contrôlée. 
 
 

TRAVAIL 
 

1 OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 
 
 
Au début des années 90, Nicolas Ferry & Coll. ont développé une technique in vivo de perfusion de 
vecteurs viraux sur un foie exclu de la circulation sanguine chez des rongeurs [166]. Un des premiers 
objectifs de cette technique chirurgicale était d’augmenter la concentration des vecteurs au niveau du 
foie tout en limitant de manière importante la diffusion de ceux-ci aux autres organes de l’animal. En 
utilisant des rétrovirus, cette augmentation de la MOI permettait d’atteindre des taux d’infections de 
l’ordre de 5% des hépatocytes, avec une transduction efficace à long terme. Ces résultats ont été 
confirmés chez le rat Gunn, modèle de la maladie de Crigler Najjar [105, 106]. L’absence de diffusion 
du vecteur rétroviral limitait d’autre part le risque de mutagénèse insertionnelle et de modification des 
lignées germinales. De plus, comparé à la transplantation hépatique, on pouvait considérer comme 
acceptables en clinique humaine ces techniques de foie isolé-perfusé qui étaient utilisées depuis 
plusieurs années dans le traitement de certaines tumeurs hépatiques [211].  
La fabrication de nouvelles lignées rétrovirales à haut titre a permis d’atteindre dans le foie receveur 
de rat des taux d’infection de plus de 50%, par une simple injection intraveineuse périphérique 24 
heures après une hépatectomie de réduction [167]. Il n’était donc plus nécessaire d’augmenter la MOI 
par des techniques chirurgicales. Néanmoins, l’apparition d’une réaction immunitaire contre le produit 
du transgène a fait rechercher des méthodes pour éviter cette réaction et induire une tolérance. Nous 
avons émis l’hypothèse qu’en limitant la diffusion du vecteur à l’ensemble de l’organisme et donc aux 
organes impliqués dans le système immunitaire par la technique du foie isolé-perfusé, nous 
obtiendrions une atténuation de cette réaction.  
Un second aspect émergeait alors avant d’entreprendre une application clinique. Nous n’avions 
appliqué la technique de foie isolé perfusé que chez des petits animaux. Or une étape pré-clinique 
importante consiste à tester les protocoles chez les grands animaux. Cette étape est primordiale 
puisqu’un certain nombre de paramètres change avec des résultats constatés qui sont parfois bien 
loin de ceux attendus. Dans l’hypothèse où la diffusion des vecteurs dans l’ensemble de l’organisme 
n’était pas acceptable pour des raisons immunologiques, voire pour des questions éthiques, pouvait-
on appliquer les techniques de foie isolé-perfusé dans d’autres modèles animaux que le rongeur et 
notamment chez les primates ? D’autre part, dans le cadre du transfert de gène dans le foie par des 
rétrovirus recombinants, une des questions essentielles était l’intensité de la régénération hépatique 
chez les grands animaux dont la taille était comparable à celle de l’homme, cette régénération étant 
indispensable à l’intégration du vecteur rétroviral dans les hépatocytes entrés dans le cycle cellulaire. 
Ce vecteur rétroviral, qui avait beaucoup de qualité chez le rat où la régénération hépatique était 
intense et rapide, pouvait-il être utilisé dans des modèles de gros animaux puis chez l’homme ?  
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Notre travail sur l’amélioration de la technique chirurgicale du foie isolé-perfusé pour aboutir à une 
utilisation clinique du transfert de gène dans le foie avait donc un double objectif : 
Appliquer cette approche chirurgicale de foie isolé-perfusé en utilisant un surnageant rétroviral chez 
le rat, puis évaluer la réponse immunitaire contre le produit du transgène, dans le but d’obtenir une 
expression à long terme de celui-ci. 
Adapter à deux modèles de gros animaux, l’agneau et le macaque, les techniques chirurgicales de 
transfert de gène dans le foie connues chez les rongeurs et en évaluer l’efficacité et la tolérance. 
 
Cette double logique inspirera le plan de ce chapitre, même s’il ne respecte pas l’ordre chronologique 
des travaux, l’étude sur les agneaux précédant le travail sur la réponse immunitaire chez le rat et 
l’étude préliminaire sur les macaques. 
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2 TRANSFERT DE GÈNE SUR FOIE ISOLÉ-PERFUSÉ ET IMMUNITÉ 
 

 
a Comparaison entre injection périphérique et foie isolé-perfusé 
 
 
 
Dans une première étape, nous avons donc testé l’hypothèse selon laquelle l’isolation du foie de la 
circulation systémique pendant l’injection d’un surnageant rétroviral à haut titre diminuait la réaction 
immunitaire contre le produit du transgène. En effet, en limitant la diffusion du surnageant viral au 
niveau des organes systémiques « immunitaires » (rate, thymus, ganglions), nous voulions éviter le 
déclenchement de la réaction immunitaire. Rappelons que deux mécanismes sont évoqués dans ce 
déclenchement, l’infection des APC par le vecteur, et les mécanismes de « cross-presentation » avec 
le produit du transgène présent dans le surnageant viral. Ces mécanismes pouvaient-ils fonctionner 
quand seul le foie était en contact avec le surnageant rétroviral ? 
Le gène choisi était un gène marqueur codant la beta-galactosidase d’Echerichia Coli, couplé à un 
signal de localisation nucléaire, permettant d’objectiver par une simple réaction colorimétrique sur des 
coupes histologiques le nombre d’hépatocytes ayant reçu le gène. Cette protéine avait l’avantage 
d’être très immunogène ce qui plaçait l’expérimentation dans les conditions les plus difficiles pour 
obtenir une tolérance immunitaire. 
En dehors du mode d’administration, les modalités du transfert de gène étaient utilisées en routine 
dans notre laboratoire. Les animaux étaient des rats Wistar. Le vecteur était un rétrovirus 
recombinant à haut titre. Une hépatectomie des deux tiers était réalisée afin d’induire la régénération 
hépatique nécessaire à l’intégration rétrovirale, suivie 24 heures plus tard de l’injection du 
surnageant. 
La voie d’injection veineuse périphérique a été comparé à la technique du foie isolé-perfusé (figure 11 
page suivante). Pour cette dernière technique, différentes dilutions du surnageant rétroviral ont été 
testées, afin d’évaluer la relation entre la charge virale et la réaction immunitaire.  
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Figure 11 : Schéma de la technique de foie isolé-perfusé chez le rat, après hépatectomie de réduction 
préalable 
ML Median Lobe; SHVC Supra Hepatic Vena Cava; LLL Left Lateral Lobe; RLL Right Lateral Lobe; CL Central 
Lobe; HA Hepatic Artery; AV Adrenal Vein; GV Gastroduodenal Vein ; IHVC Infra Hepatic Vena Cava ; PV 
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Ce travail a confirmé en premier lieu que lors d’une injection de 2 ml de surnageant rétroviral à haut 
titre (108 cfu/ml) par une veine périphérique, l’expression du transgène disparaissait en un mois du 
fait de l’apparition d’une réaction immunitaire cytotoxique. Les coupes histologiques à J 14 montraient 
une réaction inflammatoire avec une infiltration lymphocytaire et des corps apoptotiques. La 
disparition des hépatocytes transduits était confirmée par l’histologie à J 30 qui ne montrait plus de 
cellules positives à la beta-galactosidase et l’analyse de l’ADN recombinant par PCR qui montrait une 
disparition du transgène. Cette réaction immunitaire cytotoxique était concomitante à l’apparition 
d’anticorps circulants anti-béta-galactosidase.   
Dans le second groupe où 20 ml de surnageant rétroviral étaient perfusés sur un foie isolé de la 
circulation systémique (figure 12 page 66), une mesure de la virémie résiduelle quelques minutes 
après la fin de la procédure de perfusion a révélé la présence de vecteur dans la circulation 
systémique malgré la technique de clampage et le rinçage du foie par du sérum physiologique avant 
déclampage. Cette virémie était d’autant plus forte que la charge virale du surnageant était 
importante.  
Huit animaux des 11 de ce groupe n’ont pas présenté de réaction immunitaire, avec une expression 
du transgène à long terme et une absence de sécrétion d’anticorps anti-beta-galactosidase. Parmi les 
trois rats chez qui l’expression du transgène a disparu avec apparition concomitante d’anticorps, deux 
appartenaient au sous-groupe des surnageants non dilués.  

Cette étude montrait donc que la technique de perfusion du vecteur sur un foie isolé de la circulation 
systémique permettait d’éviter le déclenchement d’une réaction immunitaire contre le produit du 
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transgène pour la plupart des animaux, en utilisant une protéine immunogène et une charge virale dix 
fois plus importante que dans l’injection périphérique. Néanmoins, les animaux le plus « tolérants » 
étaient ceux pour lequel l’expression du transgène était inférieure à des taux potentiellement 
thérapeutiques, et certains des animaux qui exprimaient ces taux thérapeutiques déclenchaient une 
réaction immunitaire malgré la technique du foie isolé-perfusé. b. Etude de la réaction immunitaire 
et foie isolé-perfusé 
Les résultats de la première étude nous montraient que la technique du foie isolé-perfusé était une 
approche potentiellement efficace pour éviter le déclenchement d’une réaction immunitaire 
cytotoxique contre le produit du transgène, lors d’un transfert de gène dans le foie par un vecteur 
rétroviral.  
Les deux mécanismes probables déclenchant la réaction immunitaire lors du transfert de gène sont 
l’infection des cellules présentatrices d’antigène d’une part et une « cross-presentation » de l’antigène 
soluble présent dans le surnageant viral d’autre part. La technique du foie isolé perfusé a permis dans 
la première étude de diminuer la virémie systémique, et donc l’infection des cellules APC qui ne sont 
pas dans le foie. Néanmoins une réaction immunitaire s’est déclenchée chez 2 animaux parmi les 5 
du groupe de rat recevant un surnageant non dilué. 
L’idée du second travail est d’associer la diminution de la virémie systémique permise par la 
technique du foie isolé-perfusé à la diminution de la quantité de protéine codé par le transgène et 
présente dans le surnageant rétroviral. Nous avons employé une technique de purification en passant 
le surnageant rétroviral dans une colonne d’affinité capable de diminuer le taux de beta-galactosidase 
soluble, avant d’injecter le surnageant aux animaux. Par ce procédé, nous espérions donc obtenir 
une diminution du phénomène de « cross-presentation ». Le protocole chirurgical était identique au 
travail précédent, mais avec un surnageant rétroviral non dilué au titre maximum, afin de se mettre 
dans les meilleures conditions de transfert de gène et pouvoir aboutir à une correction phénotypique 
si ce protocole était applicable à des sujets porteurs d’une hépatopathie héréditaire.  
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Quatre groupes de rats ont été constitués en faisant varier deux paramètres, le mode d’administration 
d’une part, perfusion sur foie isolé ou injection périphérique, et la purification du surnageant par 
passage sur la colonne d’affinité d’autre part. Les résultats de cette étude ont montré que seul le 
groupe de rat chez qui était associé foie isolé-perfusé et purification du surnageant par passage sur la 
colonne d’affinité avait un taux sans réaction immunitaire de 33,3%, significativement supérieur au 
groupe d’animaux avec injection veineuse périphérique et sans purification du surnageant (4,5%). Les 
animaux tolérants avaient à long terme un taux de d’hépatocytes transduits de 7,5% +/- 8%, 
compatible avec une correction phénotypique.  
La tolérance au transgène était de manière intéressante corrélée à l’efficacité de la colonne d’affinité. 
L’étude statistique a montré qu’il y avait un effet de seuil à partir du 8e passage de la colonne, avec 
une colonne peu efficace pour les passages suivants. Parmi les 7 premiers animaux pour lesquels la 
colonne était la plus efficace, 5 (71%) n’ont pas présenté de réaction immunitaire. Cela tendait à 
confirmer la participation du phénomène de « cross-presentation », avec déclenchement d’une 
réaction immunitaire cytotoxique par la présence de produit du transgène dans le surnageant viral.  
La comparaison des résultats entre le premier travail et le second ne montre pas de différence 
concernant les rats appartenant aux groupes « foie isolé-perfusé seul », en sachant que les effectifs 
de deux groupes comparés sont faibles. Le nombre d’animaux qui n’ont pas présenté de réaction 
immunitaire n’était pas significativement différent entre le groupe des animaux ayant reçu un 
surnageant non dilué dans la première étude (3 sur 5 ; 60%) et celui de la seconde étude sans 
colonne d’affinité (3 sur 13 ; 23 % ; p>0,1). 
L’ensemble des résultats de ces deux études suggèrent que la technique de foie isolé-perfusé (figure 
12 page suivante) doit être affinée afin notamment de diminuer la virémie résiduelle systémique, qui 
était de 2.105 particules virales / ml dans la seconde étude. Son rendement devra être améliorer, en 
diminuant le rapport nombre de particules virales injectées sur nombre d’hépatocytes infectés.  
Une étude de l’infection par les vecteurs des APC hépatiques (cellules de Küpffer) pourrait être 
menée ainsi que l’utilisation d’un promoteur spécifique à l’hépatocyte, afin de diminuer encore le 
nombre d’animaux ayant une réaction immunitaire cytotoxique en limitant la participation du foie à son 
déclenchement.  La technique de foie isolé-perfusé doivent d’autre part être testées sur d’autres 
vecteurs tels que les AAV ou les lentivirus, pour confirmer la logique ubiquitaire de ce mode 
d’administration chirurgical.  
 
 
 
 
 Clamp porte Clamp artère 

Cathéter intra-portal 
(injection) 

Cathéter intra-cave (effluent)Clamp cave sus -hépatique Clamp cave sous -
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Figure 12 : vue opératoire de la technique de foie isolé-perfusé chez le rat, après hépatectomie de 
réduction préalable.

III. APPROCHES CHIRURGICALES DE TRANSFERT DE GÈNE DANS LE FOIE CHEZ LES 
GROS ANIMAUX 
 

a Transfert de gène par des rétrovirus recombinants dans le foie d’agneau 
 
Il semblait intéressant d’appliquer chez les gros animaux, dans une étape « pré-clinique », les 
protocoles chirurgicaux de transfert de gène utilisé chez les rongeurs afin d’y adapter les techniques, 
de connaître leur tolérance et d’en évaluer l’efficacité. Dans la mesure ou au moment de l’étude, les 
rétrovirus recombinants à haut titre étaient les vecteurs les plus efficaces et pour lesquels une 
production en masse ne soulevait pas de difficulté technique ou financière particulière, ces vecteurs 
ont été choisis lors de cette première phase. L’utilisation de ces rétrovirus recombinants impliquait la 
réalisation d’une hépatectomie partielle de réduction pour provoquer la régénération hépatique 
indispensable à l’intégration du vecteur, suivi d’une administration intra-portale du surnageant viral. 
 
Ce travail devait répondre à une double question : 
Premièrement, la régénération hépatique chez le grand animal était-elle suffisamment intense pour 
permettre l’intégration de rétrovirus recombinants, avec un protocole chirurgical qui devait rester bien 
toléré par l’animal. 
Deuxièmement, compte tenu de la cinétique de cette régénération hépatique, quelles étaient les 
conditions optimales concernant la technique d’administration du vecteur. 
 
Nous avons cherché un modèle animal dont les caractéristiques anatomiques correspondraient le 
plus à l’homme, à un coût financier raisonnable. L’intervention d’hépatectomie partielle est assez 
complexe et source de morbidité par saignement ou fuite biliaire chez l’homme, et il fallait donc 
trouver un animal dont l’anatomie hépatique correspondait le mieux à l’anatomie humaine afin que 
cette évaluation pré-clinique ait un sens. Parmi les animaux ayant une taille comparable à la taille 
humaine, le chien a été éliminé du fait de la présence d’un foie avec des lobes séparés, rendant 
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l’hépatectomie partielle beaucoup plus facile que chez l’homme [212]. Le porc n’a pas non plus été 
choisi parce que des essais avaient déjà montré qu’il ne pouvait pas être infecté par les rétrovirus 
recombinants. Avant l’utilisation de primates, nous avons donc choisi les agneaux pour cette première 
étape, dont la correspondance anatomique et histologique avec un foie d’enfant semblait 
intéressante. 
 
 
 
 
 
   

 
 
Figure 13: Agneaux dans leur box après hépatectomie de réduction et perfusion portale selon la 
technique in flow. 
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Sur le plan anatomique, il a été confirmé que le foie de l’agneau est chirurgicalement proche de celui 
de l’enfant. La répartition des volumes entre lobe gauche et lobe droit est de l’ordre de 40% versus 
60%, chez l’agneau comme chez le petit enfant. Dans la mesure où les hépatectomies droites étaient 
plus risquée du fait de la nécessité d’une dissection de la veine cave retro-hépatique et chez les 
agneaux d’une branche porte droite très courte et intra-parenchymateuse rendant sa dissection 
difficile, il a été décidé de réaliser des lobectomies gauches, cliniquement mieux tolérées.  
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Néanmoins, comparé aux résections de 70% chez les rongeurs, le signal de régénération après une 
résection de 40% devait être en conséquence plus faible. Cela a été confirmé par l’étude de la 
cinétique après hépatectomie de la thymidine kinase et des anticorps MIB-1, deux marqueurs de 
régénération hépatique qui ont montré un signal plus faible et une cinétique plus lente que chez le rat, 
avec une ascension des 2 marqueurs au 2e jour post-opératoire. 
 
Du fait de ces résultats, il a été décidé d’implanter un cathéter dans le système veineux porte des 
animaux, afin de réaliser plusieurs injections de vecteurs rétroviraux pendant la phase de 
régénération, selon une méthode « in-flow » qui avait déjà été appliquée chez le rongeur [213]. Ce 
cathéter était inséré dans une veine colique, afin de limiter le risque de thrombose porte qui est 
néanmoins survenue chez un animal, et il était tunnélisé pour limiter les complications septiques ou 
les déplacements. Ce système a permis une bonne tolérance des animaux aux perfusions rétrovirales 
itératives (figure 13 p 68). 
 
Malgré le déclenchement d’une régénération hépatique plus lente et moins intense, on pouvait 
s’attendre à un taux plus faible mais néanmoins significatif d’intégration rétrovirale. Cela n’a pas été 
observé, et nous avons émis l’hypothèse de la présence d’un endothélium hépatique non fenestré 
chez ces herbivores qui, contrairement à celui de l’homme, ne laisserait pas passer les particules 
virales.  
Une seconde hypothèse pouvait être émise, impliquant une réaction immunitaire cytotoxique 
détruisant les hépatocytes transduits. Cette hypothèse n’avait pas été envisagée à l’époque du 
travail. Elle n’est pas recevable a posteriori. En effet, des biopsies avaient été réalisées à J3 et J7 
après la perfusion contenant le rétrovirus recombinant codant pour la beta-galactosidase. La 
révelation par le X-Gal n’a pas montré de taux de transfert de gène supérieur à 1‰. Or, dans nos 
expériences chez le rat utilisant le même vecteur et le même gène marqueur, la réaction immunitaire 
cytotoxique apparaissait à J14 après l’administration, pour culminer à J21, les hépatocytes transduits 
ayant disparus à J30. Les biopsies à J7 chez ces rats montraient un taux de transfert important. Il est 
peu vraisemblable que la cinétique de la réaction immunitaire cytotoxique soit beaucoup plus rapide 
chez l’agneau, en l’absence probable d’une immunité ancienne contre la beta-galactosidase 
d’Echerichia Coli. 
 
 
En conclusion de cette étude, les résultats très satisfaisants de transfert de gène chez le rat par des 
rétrovirus recombinants, avec l’obtention de taux de transfert pouvant atteindre 50 % des hépatocytes 
in vivo [167], ne sont pas applicables chez l’agneau ni probablement chez l’homme, car la cinétique 
de régénération est plus faible et plus lente après une hépatectomie « raisonnable ». La résection 
hépatique est en effet un geste chirurgical grevé d’une morbidité non négligeable, et il paraît licite de 
n’envisager que des procédures sans hépatectomie, c’est à dire utilisant des vecteurs ne nécessitant 
pas de régénération hépatique. De plus, pour des raisons histologiques et anatomiques, les primates 
non humains sont les seuls modèles de gros animaux qui paraissent pertinents pour développer des 
études pré-cliniques de transfert de gène dans le foie par des vecteurs viraux. 
 
 

b. Etude préliminaire pour le transfert de gène dans le foie de macaques 
 
Introduction 
Les travaux précédents nous ont appris que l’application clinique humaine du transfert in vivo de gène 
dans le foie devait se faire en utilisant un vecteur ne nécessitant pas d’hépatectomie préalable du fait 
de la morbidité potentielle de cette dernière. La technique de foie isolé-perfusé permettait 
d’augmenter la MOI tout en diminuant le risque de réaction immunitaire contre le produit du 
transgène, dans le but d’obtenir des taux thérapeutiques avec une expression à long terme sans 
traitement immuno-modulateur. Enfin, les primates devaient être utilisés en priorité dans une phase 
d’étude pré-clinique, pour leur correspondance anatomique et histologique à l’homme. 
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C’est pourquoi nous avons entrepris une étude préliminaire afin de déterminer les modalités pratiques 
et d’évaluer la tolérance clinique de la technique de foie isolé-perfusé chez quatre singes rhésus 
(Macaca fascicularis). 
Les buts de cette étude étaient les suivants : 
Préciser les particularités de l’anatomie hépatique de ces primates. 
Evaluer la tolérance hémodynamique au clampage porte et cave, et la tolérance à l’ischémie du foie. 
Définir les modalités de la perfusion hépatique. 
Tester une perfusion de surnageant contenant un vecteur AAV. 
 Matériel et méthodes 
Animaux 
Origine des animaux  
Les animaux sont des Macaca fascicularis mâles, âgés de 3 ans 1/2 à 5 ans, pour un poids moyen de 
5 kg. Ces animaux sont tatoués et vermifugés avant leur arrivée. Ils sont ensuite vermifugés tous les 
6 mois au Centre de Boisbonne et reçoivent tous les deux mois un antiparasitaire externe. 
Réception des animaux  
A leur arrivée au Centre, les papiers concernant les animaux sont vérifiés (carte de tatouage, sexe, 
poids, sérologie Herpes B). Un examen clinique individuel est réalisé une semaine plus tard, le temps 
que les animaux s'acclimatent et récupèrent du stress du voyage. 
Suivi des animaux 
Chaque primate fait l'objet d'un dossier individuel regroupant l'ensemble des pièces le concernant ; 
permis d'importation et d'exportation, feuilles d'examen, feuilles d'anesthésie, historique et anomalies. 
Ces dossiers seront archivés par le Centre de Boisbonne à la fin de réalisation du contrat CON001-
03. 
Hébergement 
Alimentation 
Les animaux sont nourris à l'aide d'un aliment complet adapté aux primates de l'ancien monde. Ils 
reçoivent chaque jour, en plus de cet aliment industriel, des fruits frais et secs. 
Les macaques sont pesés tous les mois afin de pouvoir détecter toute altération de l'état général de 
l'un d'entre eux et afin de pouvoir réajuster quantitativement la ration. Ils disposent d'eau de boisson à 
volonté, en pipette. 
Cages 
Les macaques sont hébergés par couple. La pièce d'hébergement est maintenue à une température 
de 22°C +/- 1°C.  
Un programme d'activité a été organisé afin d'enrichir leur environnement : ils disposent de la 
télévision et de la radio deux fois par jour et des jouets, changés chaque semaine, sont déposés dans 
leurs cages. 
 
 
Chirurgie expérimentale 
 
Première série : Joe et Willy 
 
Anesthésie 
PREMEDICATION   
Atropine : 50 µg/kg SC, 20 mn avant induction. 
tilétamine/zolazépam (Zoletil 10 mg/kg IM). 
INDUCTION  
Réalisée au masque à l’aide d’isoflurane administré à 5% dans un mélange d’oxygène médical. Anesthésie 
poursuivie après intubation endotrachéale (Xylocaïne)  à l’aide de 1 à 2% d’isoflurane dans un mélange 
d’oxygène médical. 
ABORD VEINEUX 
Pose d’un cathéter veineux périphérique à la veine saphène. 
MONITORING 
ECG : scopie pour troubles du rythme et sous-décalages 
SpO2 : pouls + saturation de l’hémoglobine en oxygène 
Thermomètre rectal 
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Pression artérielle non invasiveFLUIDES 
Remplissage vasculaire de 1/5 du volume sanguin : environ 50ml de NaCl 0,9% ou de macromolécules 
(gélofusine). 
PREVENTION DE L’HYPOTHERMIE 
monitoring de la température  
couverture chauffante recouverte de champs opératoires 
 
Mode opératoire chirurgical 
 
JOE : Evaluation anatomique, clampage hépatique et biopsie.  
Incision sous-costale droite et médiane.  
Abord du foie qui est lobulé en 5 lobes, un lobe pour le segment 1 de Couineau, un lobe pour 2 et 3, un lobe 
pour 4, un lobe pour 5 et 8, un lobe pour 6 et 7, en allant de la gauche vers la droite. 
Libération du foie par section du ligament falciforme, et des ligaments triangulaires droit et gauche. Passage 
retro-cave par libération de bas en haut, sur une veine cave retro-hépatique courte. 
Ouverture du petit épiploon, puis passage d’un lac pour clampage hépatique 10 mn, bien supporté sur le plan 
hémodynamique. 
Point en cadre au vicryl 2/0 sur le rebord du lobe antérieur droit, puis biopsie aux ciseaux d’1 cm3. 
Fermeture au vicryl plan par plan. Surjet intra et sous dermique sur la peau. 
 
WILLY : 1) cathétérisme jugulaire interne gauche- 2) perfusion de sérum physiologique sur foie isolé 
1) incision horizontale médiane en regard du sterno-cléido-mastoïdien gauche. Passage transmusculaire et 
abord de la veine jugulaire, assez profonde. Mise en place d’un cathlon bleu centré sur une bourse de prolène 
6/0. Fermeture de la bourse. Rapprochement des berges musculaires au vicryl. Points séparés de vicryl sur la 
peau. Le cathlon sera enlevé en fin d’intervention. 
2) Incision sous-costale droite et médiane, avec un trait de refend supérieur médian.  
Abord du foie. Libération du foie par section du ligament falciforme, et des ligaments triangulaires droit et 
gauche.  
Libération retro-cave de bas en haut, puis passage d’un lac de silastic large en boucle. Dissection de la veine 
cave sous hépatique, au-dessus du rein et passage d’un petit lac silastic. 
Ouverture du petit épiploon, puis passage d’un lac silastic large autour du pédicule portal. Clampage hépatique 
et cave de 3 mn, bien supporté sur le plan hémodynamique. Déclampage. 
Mise en place d’un cathlon jaune centré sur une bourse de prolène 6/0 dans la veine porte. Fermeture de la 
bourse. Mise en place d’un cathlon bleu centré sur une bourse de prolène 6/0 dans la veine cave inférieure 
sous-hépatique. Fermeture de la bourse. Clampage porte, cave sous-hépatique et cave sus-hépatique. Perfusion 
de 6 x 15 ml de sérum physiologique par l’intermédiaire d’un prolongateur, récupéré en partie avec du sang en 
cave inférieur sous-hépatique. Ablation des cathlons, fermeture des orifices par un point de prolène. 
Déclampage (durée du clampage : 10 mn). 
Fermeture au vicryl plan par plan. Surjet intra et sous dermique au Monocryl. 
 
Réveil et soins postopératoires 
REVEIL 
Arrêt des gaz anesthésiants. 
Assistance respiratoire sous O2 pur avec perfusion lente de soluté macromoléculaire. 
ANTIBIOTHERAPIE 
Injection pré et post-opératoire céphalexine 20mg/kg (Rilexine®, 250 mg). 
CONTROLE BIOLOGIQUE POST-OPERATOIRE 
Willy : Analyse en fin d’intervention NF/iono/bilan hépato-rénal 
 
Deuxième série : Moïse et Jack 
 
Anesthésie 
PREMEDICATION  (20 minutes avant l’intubation trachéale) 
Tranquilisation de l’animal : Zolétil = Tilétamine (dissociatif) + zolazepam (benzodiazépine) : 7 mg/kg  
Métoclopramide (primpérid® ou primpéran®) : 1 mg/kg SC 
Morphine : 0.3 mg/kg SC (durée d’action 4 à 6 h) 
Atropine : 50 µg/kg SC  
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INDUCTION de l’anesthésie réalisée au masque à l’aide d’isoflurane administré à 5% dans un mélange 
d’oxygène médical. Anesthésie poursuivie après intubation endotrachéale à l’aide de 0,8% d’isoflurane dans un 
mélange d’oxygène médical administré à un débit de 1,2 l/ mn. 
ABORD VEINEUX 
Pose d’un cathéter veineux périphérique à la veine saphène. 
Pose d’un cathéter veineux central à la veine jugulaire après incision cutanée et isolement de la veine. type : 8 
cm de long et  ~ 1.2 cm de diamètre interne, technique de Seldinger (mandrin) (Moïse). Catheter rose (Jack). 
MONITORING 
ECG : scopie pour troubles du rythme et sous-décalages 
SpO2 : pouls + saturation de l’hémoglobine en oxygène 
EtCO2 : ventilation + estimation de l’évolution du débit cardiaque 
Thermomètre rectal 
Pression artérielle non invasive 
Mesure de la pression veineuse centrale à l’aide d’une tubulure dite « colonne de pression » fixée sur une règle 
graduée en centimètres 
DROGUES UTILISEES AU COURS DE L’ANESTHESIE 
Morphiniques : remifentanyl:  0.1 µg/kg/min (Moïse) et 0.3 µg/kg/ min (Jack) en continu 
Curares: Atracurium (tracrium®) : 0.5 mg/kg renouvelé à raison de 0.25 mg/kg/20min 
FLUIDES 
~15 ml/kg/heure (1 goutte/ 2 secondes) avant la chirurgie 
Administration d'environ 400 ml de Ringer lactate® au cours de l’intervention (Moïse) et environ 600 ml (Jack), 
en fonction de la mesure de la PVC et de la PA. 
PREVENTION DE L’HYPOTHERMIE 
monitoring de la température  
couverture de survie 
chauffage des solutions de perfusion 
 
Mode opératoire chirurgical 
 
MOÏSE : 1) cathétérisme jugulaire interne droit. 2) perfusion de sérum physiologique avec bleu de méthylène 
sur foie isolé  (figure 15 p 85) 
 
1) incision horizontale médiane en regard du sterno-cléido-mastoïdien droit. Passage transmusculaire et abord 
de la veine jugulaire, assez profonde et médiane. Mise en place d’un seldinger 10 cm centré sur une bourse de 
prolène 6/0. Fermeture de la bourse. Rapprochement des berges musculaires au vicryl. Points séparés de 
Monocryl intradermique inversant. Le cathéter sera enlevé en fin d’intervention. 
2) Incision sous-costale droite et médiane, avec un trait de refend supérieur médian.  
Abord du foie. Libération du foie par section du ligament falciforme, et des ligaments triangulaires droit et 
gauche. Libération retro-cave en haut, puis passage d’un lac de silastic large en boucle. Dissection de la veine 
cave sous hépatique, en libérant la surrénale droite et passage d’un petit lac silastic. Ouverture du petit 
épiploon, puis passage d’un lac silastic large autour du pédicule portal. Clampage hépatique et cave 2 mn, bien 
supporté sur le plan hémodynamique. Déclampage. 
Mise en place d’un cathlon bleu centré sur une bourse de prolène 6/0 dans la veine porte. Fermeture de la 
bourse. Mise en place d’un cathlon rose centré sur une bourse de prolène 6/0 dans la veine cave inférieure 
sous-hépatique. Fermeture de la bourse. Clampage hépatique, cave sous-hépatique et cave sus-hépatique. 
Perfusion de 2 x 50 ml de sérum physiologique par l’intermédiaire d’un prolongateur, récupéré en partie avec 
du sang en cave inférieur sous-hépatique avec aspiration, puis de 50 ml de sérum coloré au bleu de méthylène, 
puis de 40 ml de rinçage. Ablation des cathlons, fermeture des orifices par un point de prolène. Déclampage 
(durée du clampage : 15 mn). 
Fermeture au vicryl plan par plan. Surjet intra et sous dermique au Monocryl. 
 
 
JACK   
Intervention n° 1 : 1) cathétérisme jugulaire interne droit. 2) perfusion sur foie isolé d’AAV5 nls LacZ 
1) incision horizontale médiane en regard du sterno-cléido-mastoïdien droit. Passage sur le bord antérieur du 
SCM et abord de la veine jugulaire droite. Mise en place d’un cathlon rose centré sur une bourse de prolène 
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5/0. Fermeture de la bourse. Rapprochement des berges musculaires au vicryl. Points séparés de Monocryl 
intradermique inversant. Le cathlon sera enlevé en fin d’intervention. 
2) Incision sous-costale droite et médiane, avec un trait de refend supérieur médian.  
Abord du foie. Libération du foie par section du ligament falciforme, et des ligaments triangulaires droit et 
gauche. Libération retro-cave en haut, puis passage d’un lac de silastic large en boucle. Dissection de la veine 
cave sous hépatique, en libérant la surrénale droite et passage d’un lac silastic. 
Ouverture du petit épiploon. Vérification d’absence d’artère hépatique gauche. Dissection du pédicule porte 
puis passage d’un lac silastic autour de la veine porte, et d’un lac autour de l’artère. Clampage hépatique et 
cave 2 mn, moyennement  supporté sur le plan hémodynamique. Déclampage. Remplissage vasculaire. 
Mise en place d’un cathlon vert centré sur une bourse de prolène 6/0 dans la veine porte. Fermeture de la 
bourse. Mise en place d’un cathlon orange centré sur une bourse de prolène 6/0 dans la veine cave inférieure 
sous-hépatique. Fermeture de la bourse. Clampage porte et cave sous-hépatique par les lacs, hépatique par un 
bulldog, et cave sus-hépatique par une kelly. Perfusion de 80 ml de sérum physiologique par l’intermédiaire 
d’un prolongateur, récupéré en partie avec du sang en cave inférieur sous-hépatique avec aspiration, le sang 
étant réinjecté en périphérie. Puis perfusion de 30 ml de solution AAV5 LacZ à la dose de 3,7.1010 pg/kg, avec 
recueil de l’effluent toujours mélangé avec un peu de sang malgré la vérification des clamps. Pause permettant 
une exposition du vecteur de 3 mn dans le foie. Puis rinçage avec 60 ml de sérum physiologique. Ablation des 
cathlons, fermeture des orifices par un point de prolène. Déclampage (durée du clampage : 15 mn). 
Fermeture au vicryl plan par plan. Surjet intra et sous dermique au Monocryl.  
 
Intervention n° 2. : biopsies hépatiques (figure 14 p suivante) 
Reprise de l’incision sous-costale droite. 
Abord du foie après libération de quelques adhérences entre le foie et la paroi. Biopsie hépatique du lobe 
médian, à trois emplacements différents sur le bord antérieur, après suture hémostatique et bilistatique au 
vicryl 0, emportant à chaque fois entre 1/2 et 1 cm3 de parenchyme. 
Fermeture au vicryl 4/0 plan par plan. Surjet intra et sous dermique au Monocryl. 
 
Réveil et soins postopératoires 
REVEIL 
Arrêt des curares  
Arrêt des morphiniques per-opératoires 
Arrêt des gaz anesthésiantsDOULEUR POST-OPERATOIRE 
Morphiniques :  
Injection de morphine à 0,2 mg/ kg (Moïse) et à 0,3 mg/ kg (Jack), 6 heures après la première injection 
préopératoire. 
Injection de buprénorphine à 10 µg/ kg deux fois par jour pendant 7 jours (première injection réalisée 4 heures 
après la dernière injection de morphine) 
Anti-inflammatoires non stéroïdiens : Kétoprofène (Ketofen®) 1 mg/ kg/ j pendant 3 jours. 
ANTIBIOTHERAPIE 
Une injection quotidienne de MARBOCYL 10% à la posologie de 0,02 ml / kg de poids, pendant 10 jours. 
CONTROLE BIOLOGIQUE POST-OPERATOIRE 
Bilan sanguin 3 jours avant la chirurgie puis 1 heure, 48 heures et 5 jours après la chirurgie, comportant :  
NFS, urée, créatinine, phosphatases alcalines, ALAT, protéines totales, albumine, bilirubine. 
 
 
Tableau récapitulatif des chirurgies effectuées 
 

Tatouage NOM Date des opérations Type d'injection 

62843 Joe 25/01/2001 Etude anatomique. Test de clampage 

62842 Willy 02/02/2001 Perfusion de sérum physiologique 

62927 Moïse 03/02/2003 Perfusion de bleu de méthylène 

62875 Jack 10/02/2003 Perfusion d’AAV5 – nls LacZ 

62875 Jack 18/03/2003 Biopsies hépatiques 
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Figure 14 : vue de Jack préopératoire avant sa biopsie hépatiqueRésultats 
 
Prise en charge anesthésique 
Le clampage hépatique impose une voie veineuse supra-diaphragmatique pour un remplissage à la demande, au 
mieux guidé par une pression veineuse centrale. Une fois ces conditions remplies, la tolérance a été bonne chez 
les quatre animaux, avec une baisse modérée de la tension artérielle et du rythme cardiaque, et une 
augmentation de la fréquence respiratoire à 30 /min pendant les 5 premières minutes après déclampage. 
Aucune anomalie notable n’a été détectée à l’ECG ou au niveau de la saturation en O2. 
 
La température rectale est descendue dès le début de l’intervention pour les 4 animaux, au plus bas à 33°C 
pour Willy. La remontée lente en fin d’intervention s’est faite en deux heures environ avec une couverture 
chauffante. 
 
Il n’y a pas eu de complication post-opératoire à type de douleur ou d’infection pariétale. 
 
 
Expérimentation chirurgicale 
 
WILLY 
Seul 60 des 90 ml de sérum physiologique ont été récupéré au niveau de la veine cave sous-hépatique, avec une 
analyse du perfusat montrant du sang dilué à 1/5 du volume. Il n’y a pas eu de décoloration du foie.  
Il est décidé d’augmenter le volume de perfusion même si le volume sanguin du foie est d’environ 30 ml pour un 
animal de 5 kg, d’améliorer le clampage tout en restant peu traumatique, et de vérifier l’absence d’apport 
sanguin au sein du système de clampage, notamment par la glande surrénale droite. 
 
MOÏSE 
La perfusion a permis une décoloration sanguine puis une coloration au bleu, mais seulement au niveau du lobe 
médian et du petit lobe caudé. Les 2 lobes droit et gauche ne se sont pas colorés au bleu. 
Il est décidé de vérifier l’absence d’artère hépatique gauche ou droite, de faire un clampage sus-hépatique plus 
à distance de la confluence, afin d’éviter de couder les veines sus-hépatiques latérales, et de disséquer et 
clamper sélectivement les vaisseaux du pédicule hépatique, artère et veine porte. Il faudra aussi améliorer 
l’évacuation cave par un plus gros cathlon. 
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JACK  
La perfusion était bien meilleure que pour Moïse mais elle a surtout été visible au niveau du lobe médian et a 
été moins évidente dans le petit lobe caudé et les 2 lobes droit et gauche. Le système de clampage devra donc 
être optimisé. 
 
 
 
Tolérance biologique 
Elle était bonne sur le plan hépatique, avec une dilution systémique non négligeable per-opératoire chez les 3 
animaux où des contrôle biologiques ont été effectués (Joe a été sacrifié en fin d’expérimentation chirurgicale). 
 
 
 

WILLY 
 
  
 
 
 
 
 

 
 
MOÏSE 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Date Protéines 
totales g/l 

Hb 
g/dl 

normes 55-80 11-15 

Pré-op 67 12 
H 1 12 8.6 
J 3 60 10 

Date Urée 
g/l 

Créat 
mg/l 

ALAT 
UI/l 

PAL 
UI/l 

Albumine 
g/l 

Bilirubine 
mg/l 

GR 
1012/l

GB 
109/l 

Hb 
g/dl 

Ht 
% 

normes 0,2-0,6 <12 <80 <200 30-45 <6 4-7 13-33 11-15 40-55 

préop 0.4 6 65 1963 41 <5 6.58 17.43 11.4 43.7 
H 1 0.3 5 108 1294 27 <5 4.74 21.7 8.1 31.4 
J 2 0,37 7,9 132 1349 37 <5 3,8 7,5 6,5 24 
J 11 0.4 6 104 1010 32 <5 4.3 8.7 9 36 

JACK 
 
Date Urée 

g/l 
Créat 
mg/l 

ALAT 
UI/l 

PAL 
UI/l 

Albumine 
g/l 

Bilirubine 
mg/l 

GR 
1012/l 

GB 
109/l 

Hb 
g/dl 

Ht 
% 

normes 0,2-0,6 <12 <80 <200 30-45 <6 4-7 13-33 11-15 40-55 

préop 0.4 6 29 1395 53 <5 8.2 7.6 13.9 57 
H 1 0.3 5 72 1086 15 <5 7.29 13.69 12.1 50 

J 2 0.2 7.2 46 1050  <5 5.7 14.2 13 37 
J 4 0.3 9 37 956 35 <5 5.9 13.2 11.8 39 
 
 
 
Résultats anatomopathologiques. Efficacité du transfert de gène 
  
L’examen en coloration standard de Moïse a montré des dilatations de quelques sinusoïdes et des lymphatiques 
des espaces portes. Il y avait une hémosidérose marquée disséminée. 
La coloration X-Gal de Jack a montré la positivité de rares hépatocytes, avec un taux de transfert de gène 
inférieur à 1 ‰.  
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Discussion 
Cette étude préliminaire a permis la réalisation de 4 clampages et 3 perfusions hépatiques chez des singes 
Macaca fascicularis. Elle a montré la bonne tolérance hémodynamique des animaux, avec la nécessité 
néanmoins d’une voie d’abord veineuse centrale afin de permettre un remplissage de l’étage sus-
diaphragmatique en fonction de la pression veineuse centrale. Les conditions anesthésiques utilisées en clinique 
humaine ont été appliquées, en obtenant notamment une bonne analgésie post-opératoire. La déglobulisation 
secondaire au lavage du foie a été modérée, et le bilan hépatique a été peu perturbé par l’ischémie transitoire 
secondaire au clampage. 
Malgré une meilleure connaissance de l’anatomie du macaque et une  amélioration de 
l’instrumentation et de la technique chirurgicale au cours de ces 4 interventions, il n’a pas été possible 
d’obtenir une perfusion de l’ensemble du foie, avec des lobes latéraux moins perfusés que les lobes 
centraux. L’anatomie hépatique du macaque est différente de celle d’un enfant du même poids sur 
plusieurs points. La lobulation hépatique n’apporte pas de différence notable par rapport à la clinique 
humaine, puisqu’il n’y a pas eu d’hépatectomie de réduction dans cette expérience. En revanche, 
s’agissant d’un animal adulte et marchant à quatre pattes, le volume de son foie est donc plus petit 
que celui d’un nourrisson de 5 kg et il a une position abdominale plus profonde, sous-costale. Cette 
situation anatomique rend l’abord de la veine cave notamment sus-hépatique plus difficile, ce qui 
explique peut-être les problèmes initiaux d’étanchéité du clampage hépatique. Mais l’absence de 
répartition harmonieuse du perfusat dans le foie tient très probablement aux conditions 
hémodynamiques de la perfusion. La pression et le débit de l’injection intra-portale ont été insuffisants 
comparés aux résultats obtenus chez les rongeurs, malgré l’augmentation des calibres des cathéters 
sur les derniers animaux.  
Le taux faible de transfert de gène obtenu chez le dernier animal avec la perfusion d’AAV confirme 
qu’il est nécessaire d’améliorer et de préciser les modalités de la perfusion afin que l’ensemble du 
foie soit perfusé. L’utilisation de MOI plus importantes et proches des données publiées dans la 
littérature , entre 1012 et 1013 particules génomiques/kg de poids soit 100 à 1000 fois la dose reçue 
par Jack, devrait d’autre part améliorer sensiblement les résultats.  
Deux études réalisées chez les macaques en utilisant des AAV ont montré que les AAV de sérotype 
7 et 8 étaient plus « hépatophiles », avec des taux de transfert plus importants qu’avec les sérotypes 
2 et 5 [186, 193]. Ces sérotypes 7 ou 8 devront donc être choisis préférentiellement, s’il n’existe pas 
une immunité pré-existante contre eux. Cette éventualité fréquente a été le deuxième enseignement 
de ces études, la présence d’anticorps « naturels » diminue en effet considérablement l’efficacité de 
la transduction virale. Elle impose une vérification des sérologies des animaux avant toute injection, 
afin de détecter des anticorps dirigés contre un ou plusieurs de ces 4 sérotypes, puis de choisir le 
sérotype contre lequel l’animal n’est pas immunisé.  
Un autre travail utilisant des AAV 2 chez les macaques avait d’autre part confirmé que la voie portale 
était le mode d’injection le plus efficace comparé à la voie artérielle hépatique [82]. Dans ces trois 
travaux pré-cités, l’étude de la diffusion tissulaire des vecteurs après injection portale a montré la 
présence du transgène dans la rate et parfois dans les reins. Cette diffusion pourra être évitée par la 
technique de foie isolé-perfusé, avec les avantages attendus sur le plan immunologique. 
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Figure 15 : vue opératoire de la perfusion hépatique de bleu de méthylène chez Moïse



Conclusion et perspectives  - 61�74§ 
 

 
 
CONCLUSION PERSPECTIVES 
  
 
La correction des hépatopathies héréditaires par des techniques de transfert de gène avec des 
vecteurs viraux dans le foie impose un taux de correction hépatocytaire variable en fonction des 
déficits mais de l’ordre de 10 à 20 % pour la plupart des hépatopathies récessives, avec une 
expression à long terme du transgène, c’est à dire sans provoquer de réaction immunitaire contre la 
protéine thérapeutique menant à la destruction des hépatocytes modifiés génétiquement. Les 
techniques chirurgicales que nous avons contribué à mettre au point sont bien adaptées à ce cahier 
des charges dans la perspective d’une application clinique pour plusieurs raisons. 
Le premier argument est l’application d’un principe de précaution selon lequel l’approche chirurgicale 
évite la diffusion du vecteur et de son transgène à l’ensemble de l’organisme receveur, empêchant 
ainsi un transfert de gène dans d’autres organes telles que les gonades. L’administration d’un vecteur 
viral porteur d’un gène étranger ne sera acceptée sur le plan éthique que si elle est limitée au 
maximum à l’organe cible, avec une diffusion minimale aux autres organes. La technique du foie 
isolé-perfusé permet cette administration ciblée sur un organe siège de nombreuses voies 
métaboliques et donc de multiples déficits héréditaires potentiellement corrigeables. 
Le second argument concerne l’augmentation de la concentration des vecteurs au niveau de l’organe 
cible. Historiquement, un des premiers objectifs de la technique chirurgicale de foie isolé perfusé avec 
des rétrovirus recombinants a été d’augmenter la MOI de ces vecteurs dont les titres étaient faibles, 
afin d’atteindre des taux d’infections de l’ordre de 5% des hépatocytes et une transduction efficace à 
long terme [166]. La nécessité de provoquer une régénération hépatique nécessaire à l’intégration 
des rétrovirus imposait la réalisation d’une hépatectomie préalable. Notre travail sur les agneaux a 
montré que cette approche n’était pas envisageable pour une application clinique, du fait de la 
morbidité potentielle de l’hépatectomie partielle et des paramètres de régénération hépatique 
différents entre les rongeurs et les gros animaux [214]. La preuve récente de l’augmentation du risque 
d’oncogénèse par mutagenèse insertionnelle des rétrovirus est une raison supplémentaire pour les 
abandonner au profit des autres vecteurs viraux, AAV, lentivirus ou adénovirus « gutless ». 
L’argument d’augmentation de la MOI reste pour autant pertinent pour ces trois types de vecteurs 
dont la production en masse est encore problématique. L’administration au seul organe cible peut 
permettre de diminuer le volume de surnageant viral nécessaire à l’obtention de taux de transfert de 
gène thérapeutique. 
Le troisième argument est venu de l’utilisation de rétrovirus recombinant à haut titre qui ont mené à la 
mise en évidence d’une réaction immunitaire cytotoxique, dirigée contre le produit du transgène et 
provoquant la destruction des hépatocytes modifiés génétiquement [195, 196]. Nous avons montré 
dans notre travail que la technique de foie isolé-perfusé associée à une purification du surnageant 
viral permettait de diminuer de manière importante la probabilité d’une réaction immunitaire contre le 
produit du transgène [215, 216]. Il a d’autre part été montré que l’utilisation d’un promoteur spécifique 
à l’hépatocyte évitait l’expression du transgène lors de l’infection par le vecteur des APC [85, 205], 
expression qui est un des mécanismes responsables du déclenchement de la réaction cytotoxique 
[197, 202, 203]. La technique de foie isolé-perfusé associée à l’utilisation d’un promoteur spécifique 
doit pouvoir éviter tout traitement immunosuppresseur chez les malades candidats à la thérapie 
génique et pour lesquels il existe des risques de réponse immunitaire contre la protéine 
thérapeutique. 
 
 
Ces résultats nous permettent d’envisager un essai clinique en appliquant la technique de foie isolé-
perfusé. La morbidité de cette intervention est bien inférieure à la transplantation hépatique, seul 
traitement curatif alternatif actuellement disponible pour plusieurs hépatopathies héréditaires. Deux 
étapes expérimentales chirurgicales sont néanmoins requises avant cette étude clinique. Un nouveau 
travail sur les rats est nécessaire pour optimiser les paramètres de la perfusion. Une fois ceux-ci 
définis, ils devront être appliquer aux macaques, afin d’obtenir des taux thérapeutiques de transfert 
de gène dans le foie. Nous proposons de mener ces trois étapes, les deux travaux pré-cliniques chez 
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les rongeurs et les primates puis l’essai clinique, selon le protocole suivant : Expérimentation chez le 
rat 
Plusieurs séries d’animaux permettront de tester les différents paramètres de la perfusion : Le 
volume, le débit, la température, le temps d’exposition du vecteur, la quantité et la qualité du liquide 
de rinçage. L’objectif est double : (1) obtenir un taux de transfert de gène efficace de l’ensemble du 
foie, le plus constant possible entre les animaux ; (2) rester économe sur le nombre de particules 
virales injectées, puisqu’il y a de possibles difficultés de production de gros volume du surnageant 
viral pour les grands animaux.  
Un dernier paramètre, celui de la pression de perfusion, sera explorer particulièrement. Les 
techniques d’injection sur les membres isolés [146] montrent que la distension capillaire par le 
surnageant viral peut augmenter considérablement le taux de transfert. Nous pensons de la même 
manière augmenter la pression d’injection dans le foie, afin de diffuser le surnageant dans l’ensemble 
des lobes hépatiques. En s’inspirant des techniques d’injections périphériques par bolus, avec reflux 
du surnageant par les veines sus-hépatiques [141, 142], il est aussi envisager de modifier la 
technique de foie isolé-perfusé en réalisant une perfusion rétrograde. L’exclusion hépatique par 
clampage est identique à la technique décrite, mais l’injection se fait par la veine cave inférieure, ce 
qui permet de baigner le foie par le surnageant en remplissant au maximum les sinusoïdes 
hépatiques [217]. La rapidité de l’injection semblant être un autre facteur clef de l’efficacité de la 
technique pour les membres isolés [146], l’abord pour l’injection de la veine cave qui est de plus gros 
calibre que la veine porte permet d’utiliser de plus gros cathéters et de faciliter la suture au retrait de 
celui-ci.  
Le vecteur utilisé sera l’AAV dans un premier temps puisque, à notre avis, il s’agit du seul vecteur 
utilisable actuellement dans les protocoles cliniques pour son excellente tolérance et son expression 
à long terme dans le foie en l’absence d’immunité ancienne. Pour la définition de la technique de 
perfusion et de ses paramètres, les rats Wistar et le gène marqueur de la beta-galactosidase seront 
choisis. La meilleure technique sera ensuite appliquée au rat Gunn sevré, en utilisant le gène de 
l’UGT1, afin de confirmer sur un modèle d’hépatopathie héréditaire la modification pérenne du 
phénotype. 
 
Expérimentation chez le macaque 
La meilleure des techniques de perfusion, rétrograde ou antérograde, avec hyper-pression ou non, et 
les données rapportées au poids de l’animal seront transposées ensuite du rat au macaque pour une 
deuxième série d’expérience chez les primates. Nous pensons en effet que les primates pour leur 
correspondance anatomique et histologique à l’homme sont les seuls modèles applicables dans une 
phase d’étude pré-clinique. De plus, le protocole expérimental de la phase préliminaire décrite dans 
notre travail a montré la bonne tolérance des macaques à la technique du foie isolé-perfusé si les 
conditions anesthésique et chirurgicale sont optimales. 
La lobulation hépatique du macaque pourra être utilisée dans une série d’expérience en ne perfusant 
qu’un seul lobe, ce qui aurait l’avantage sur le plan de la technique chirurgicale de mieux contrôler les 
paramètres de la perfusion et l’étanchéité du clampage. Sur le plan du transfert de gène, il serait ainsi 
facile d’augmenter la MOI tout en ne consommant qu’une quantité limitée de vecteur. Sur le plan de 
la pertinence clinique, l’extrapolation des résultats au foie entier d’un nourrisson ne devrait pas 
entraîner de biais majeur. 
Afin d’éviter le déclenchement de toute réaction immunitaire, plusieurs critères de prévention seront 
appliqués. Le vecteur choisi dans cette étape pré-clinique pour son efficacité potentielle et sa bonne 
tolérance clinique sera l’AAV de sérotype 8. Les animaux devront donc être sero-négatif à l’AAV8, 
afin d’éviter toute réaction immunitaire contre la capside virale, réaction secondaire à une immunité 
ancienne. D’autre part, le surnageant viral sera purifié de la protéine produit de transgène afin de 
limiter une réaction immunitaire par « cross présentation », et un promoteur spécifique à l’hépatocyte 
sera inclus dans la construction du transgène afin d’éviter une réaction immunitaire secondaire à 
l’infection des APC. L’isolement du foie par la technique chirurgicale isolé-perfusé sera le dernier 
mode de prévention de cette réponse immunitaire, en diminuant la diffusion du vecteur aux autres 
organes lymphoïdes et à la rate. Cette diffusion sera contrôlée histologiquement. 
Deux gènes marqueurs pourront être testés chez deux groupes d’animaux. Celui de la beta-
galactosidase permettra de renseigner la répartition histologique du transfert de gène. L’utilisation 
d’un gène codant une protéine sécrétée dans le sang comme l’érythropoïétine pourra d’autre part 
documenter l’expression du transgène au cours du temps. 
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Essai clinique 
Dans l’hypothèse ou les résultats chez le macaque sont conformes aux prévisions, c’est à dire avec 
une bonne tolérance de la procédure chirurgicale et du vecteur, et avec une expression à long terme 
du transgène de plus de 10 %, il nous semble justifié de mettre en place un essai clinique de phase I-
II. Des patients atteints de la maladie de Crigler Najjar pourront être enrôlés puisque leur maladie est 
grave et puisque la transplantation hépatique, seule alternative thérapeutique curative actuelle, est 
liée à une mortalité et une morbidité conséquente. Le risque immunologique de réaction contre le 
produit du transgène est d’autre part faible pour les patients français, car la maladie de Crigler Najjar 
chez ces patients est secondaire à une mutation ponctuelle, avec une UGT1 mutée très peu 
différente sur le plan immunologique de l’UGT1 humaine normale. Enfin dans cette maladie, le 
concept d’efficacité de la thérapie génique a été démontré avec succès récemment chez le rat Gunn, 
modèle de la maladie de Crigler-Najjar avec différents types de vecteurs de transfert de gène [109, 
110]. 
La technique de foie isolé-perfusé développée chez le primate pourra être appliquée chez ces 
patients, en utilisant des AAV8, vecteurs du gène de l’UGT1 humaine, qui auront été produits selon 
des normes cliniques. En cas de succès avec une correction du phénotype à long terme sans effet 
secondaire notable, la thérapie génique du foie selon une méthode chirurgicale in vivo sera entrée 
dans l’arsenal thérapeutique des hépatopathies héréditaires. 
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APPROCHE CHIRURGICALE DE LA THERAPIE GENIQUE IN VIVO DES MALADIES 
HEREDITAIRES DU FOIE 
 
Idéalement, la thérapie génique des hépatopathies héréditaires doit permettre une synthèse  continue 
d’une protéine thérapeutique active. Néanmoins, les transferts de gène hautement efficaces obtenus 
dans les hépatocytes in vivo se traduisent par une expression transitoire du transgène, du fait de 
l’induction d’une réponse immunitaire dirigée contre le produit de celui-ci. 
Afin d’éviter cet inconvénient, nous avons développé chez le rat une approche chirurgicale dans laquelle 
l’administration des vecteurs a été effectuée grâce à une perfusion du foie après exclusion vasculaire complète. 
En vue d’un essai clinique, nous avons aussi appliqué des techniques chirurgicales de perfusion hépatique sur 
deux modèles de grands animaux, l’agneau et le macaque. 
Nos travaux ont montré que : (1) le foie isolé-perfusé et la purification du surnageant viral afin 
d’enlever la protéine soluble transgénique sont tous deux nécessaires pour diminuer de manière 
significative la réponse immunitaire, (2) les interventions chirurgicales ont été bien tolérées dans les 
deux espèces de grands animaux, (3) les hépatocytes du foie des agneaux n’ont pas étés facilement 
accessibles aux vecteurs viraux, probablement à cause d’une membrane basale épaisse. 
En conclusion, la technique de perfusion avec exclusion vasculaire pour le transfert de gène in vivo 
dans le foie est un bon moyen d’obtenir une expression durable de la protéine thérapeutique. Le 
primate non-humain est le seul modèle qui peut permettre de clairement définir le potentiel de la 
thérapie génique du foie en pratique clinique. 
 
SURGICAL APPROACH OF IN VIVO GENE THERAPY FOR LIVER INHERITED DISEASES 
 
Ideally, gene therapy for inherited diseases should result in indefinite synthesis of fully active 
therapeutic protein. Nevertheless, highly efficient gene transfer into hepatocytes in vivo resulted in 
transient expression of the transgene, due to induction of an immune response against the transgene 
product. 
To circumvent this drawback, we developed in rats a surgical approach in which vectors 
administration was performed through asanguineous perfusion of the liver after complete vascular 
exclusion. In sight of clinical trial, we also applied surgical techniques of liver perfusion on two large 
animal models, the lamb and the macaque.  
Our works demonstrated that: (1) both asanguineous perfusion of the liver together with purification of 
the viral surpernatant in order to remove soluble transgenic protein were required to decrease 
significantly immune response, (2) surgical procedures were well tolerated in the two large animal 
species, and (3) hepatocytes in lamb liver were not easily accessible to viral vectors probably 
because of thick basal lamina. 
In conclusion, asanguineous perfusion for in vivo liver gene transfer is a good way to obtain sustained 
expression of the transgenic protein. Non-human primate is the only relevant model to clearly define 
the potential of liver gene therapy in clinics.  
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