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Efficacité thérapeutique de la repopulation du foie
dans un modele murin d’hypercholestéroléemie

Dans un certain nombre de patholo-
gies liées a 'absence ou a l'insuffi-
sance de production d’une protéine
ou d’une enzyme, restaurer ne serait-
ce que 10-30 % des taux normaux de
la protéine ou de l'activité enzyma-
tique suffirait a corriger les consé-
quences cliniques de ces déficits.
C’est le cas dans I’hémophilie A et B,
I’afibrinogénémie, les déficits des
enzymes du cycle de l'urée, ou
encore I’hypercholestérolémie par
altération du récepteur des LDL
(Light Density Lipoproteins). Pour
accomplir cette mission, le foie est
I’organe privilégié, méme si physiolo-
giquement il n’est pas le tissu pro-
ducteur de la protéine endogene
manquante. Néanmoins, la plupart
des essais de transfert de genes, soit
utilisant des vecteurs le plus souvent
viraux (oncorétrovirus, lentivirus,
adénovirus, virus associé a 1’adénovi-
rus), ou de PADN complexé a des
liposomes, se heurtent a deux incon-
vénients: le faible niveau de trans-
duction des hépatocytes, et/ou le
caractere transitoire de I’expression
du geéne thérapeutique.

Une autre approche thérapeutique
consiste a réimplanter dans le foie
des hépatocytes de donneurs nor-
maux, ou des hépatocytes génétique-
ment modifiés ex vivo. Une telle stra-
tégie a, par exemple, été bénéfique
chez une patiente atteinte d’une
maladie de Crigler-Najjar. Il est
cependant rare d’obtenir une réelle
efficacité thérapeutique, probable-
ment en raison du faible pourcen-
tage d’hépatocytes qui s’implantent
et survivent au sein du parenchyme
hépatique.

Un nouveau concept, fondé pourtant
sur une observation ancienne qui
valut @ Prométhée un éternel sup-
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plice, permet de contourner cette
faible efficacité: il faudrait conférer
aux hépatocytes porteurs du geéne
thérapeutique un avantage sélectif tel
qu’ils repeupleraient progressive-
ment le foie du receveur. Afin de
démontrer la validité de cette
approche, deux équipes ont alors uti-
lisé un modele de foie pathologique
exprimant un facteur hépatotoxique
('urokinase) ou déficient en une
enzyme (la fumarylacétoacétate

hydrolase), créant une cytolyse hépa-
tique par accumulation du métabo-
lite précurseur [1, 2]. Si, dans ce
contexte, des hépatocytes sont trans-
plantés dans la rate de ces souris, ils
migrent dans leur foie, s’y implan-
tent et y proliféerent spontanément
aux dépens des hépatocytes résidents
qui, eux, sont détruits par cette cyto-
lyse continue. Néanmoins, ces
modeles ne pouvaient étre générali-
sés a d’autres affections. Nous avons
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Figure 1. Effet de la repopulation sur les taux de cholestérol plasmatique au
moment du sacrifice. Seules les souris ApoE”~ transplantées avec des

hépatocytes Bcl-2 et traitées avec Jo2 montrent une baisse significative

de leur taux de cholestérol.
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alors décrit une autre stratégie (m/s,
1998, n°10, p. 1147-8), fondée sur la
capacité d’hépatocytes exprimant de
forts taux de Bcl-2 a résister a une
apoptose induite par des cures heb-
domadaire de Jo2, I'anticorps ago-
niste de Fas. Dans ces conditions, le
taux maximal de repopulation du
foie par les hépatocytes résistants
était de 16 % apres 8 cures [3]. Afin
de démontrer la valeur thérapeu-
tique de notre approche, nous avons
appliqué le méme protocole a des
souris ayant une hypercholestérolé-
mie par déficit en apolipoprotéine E
(ApoE) [4]. L’ApoE, majoritaire-
ment synthétisée par le foie, inter-
vient dans le métabolisme des lipo-
protéines. Les animaux déficients
présentent, en dehors d’'une hyper-
cholestérolémie sévere (plus de
10fois la normale) sous régime nor-
mal, des lésions d’athérosclérose,
semblables a celles observées chez
I’homme. Ce modéle animal entre
dans la catégorie des affections pré-
cédemment citées pour lesquelles
une correction méme partielle du
déficit (10 % de la normale) suffit a
corriger, au moins en partie, I’hyper-
cholestérolémie.

Nous avons transplanté dans la rate
de souris ApoE7~un million d’hépato-
cytes, soit normaux, soit exprimant le
transgéne Bcl-2 humain sous la
dépendance d’un promoteur, celui
du gene de la pyruvate kinase, spéci-
fique du tissu hépatique. Ces hépato-
cytes expriment constitutivement
I’ApoE. Les deux groupes d’animaux
ont ensuite été traités de facon heb-
domadaire par 'anticorps Jo2 a doses
sublétales. Un traitement immuno-
suppresseur a €été administré afin
d’éviter le rejet de greffe et la réac-
tion immunologique induite par
I’injection itérative de l’anticorps.
Apres 8 cures d’anticorps Jo2, la
contribution des hépatocytes greffés
a la repopulation du foie a été appré-
ciée par PCR sur 'ADN extrait du
foie des souris et par immunohisto-
chimie. L’expression sérique d’ApoE,
le taux de cholestérol plasmatique
ainsi que I’évaluation de I’étendue
des lésions d’athérosclérose ont
constitué les trois criteres d’efficacité
thérapeutique. Le foie de tous les
animaux greffés avec des hépatocytes

mmsmsmm transgéniques est repeuplé par ces
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hépatocytes, jusqu’a un maximum de
30% et on détecte une expression
hépatique et sérique d’ApoE. A
contrario, aucune expression n’est
notée dans le groupe témoin. On
note une baisse significative du taux
de cholestérol plasmatique chez les
animaux traités, en comparaison du
groupe témoin (figure 1). L’animal
présentant le taux maximal de repo-
pulation et dont le taux d’ApoE est
équivalent a 29 % du taux normal a
méme recouvré une valeur normale
de cholestérol. De plus, alors que le
profil lipidique du groupe témoin
reste similaire a celui des animaux
ApoE‘/‘ non traités, celui des animaux
ayant recu des hépatocytes transgé-
niques pour Bcl-2 présente une dimi-
nution importante des VLDL (very
light density lipoproteins) et des LDL
ainsi qu'une augmentation des HDL
(high density lipoproteins), démontrant
que I'ApoE ainsi sécrétée est fonc-
tionnelle. Les lésions d’athéro-
sclérose aortique ont été évaluées
chez des animaux ayant recu le
méme traitement mais ayant été
sacrifiés deux mois apres I'arrét des
cures, soit 4 mois apres le début du
traitement. L’athérosclérose est
considérablement diminuée dans le
groupe expérimental (plus de deux

fois moins de lésions que dans le
groupe témoin) (figure 2). Ces résul-
tats apportent donc la preuve de
Pefficacité thérapeutique d’une telle
approche. Néanmoins, dans la
mesure ou la transplantation cellu-
laire est une approche lourde et gre-
vée des inconvénients liés a I’allo-
greffe, il serait désormais intéressant
d’obtenir des résultats équivalents a
I’aide d’un vecteur viral transmettant
aux hépatocytes a la fois I’avantage
sélectif et le géne d’intérét thérapeu-
tique, délivré directement par voie
générale chez I’animal.

En conclusion, cette notion d’avan-
tage sélectif conféré aux cellules
transduites constitue vraisemblable-
ment une des approches les plus pro-
metteuses en maticre de thérapie
génique. Elle permet en effet de
compenser la faible efficacité de
transduction de la plupart des vec-
teurs intégratifs, qui constitue le
principal facteur limitant Defficacité
des essais cliniques menés a ce jour.
La stratégie de thérapie génique utili-
sée avec succes par le groupe
d’A.Fischer chez des enfants atteints
de déficits immunitaires combinés
séveres (m/s, 2000, n° 5, p. 681) utilise
aussi cet avantage prolifératif des cel-
lules corrigées ex-vivo par rapport aux

Figure 2. Lésions d’athérosclérose présentes au niveau du sinus aortique des
souris ApoE~-. A. Coupe représentative de I'aorte d’'un animal ApoE”~ trans-
planté avec des hépatocytes Bcl-2 et soumis a 8 cures de I'anticorps Jo2,
2 mois aprés la fin du traitement. B. Coupe représentative de I'aorte d’un ani-
mal ApoE~- transplanté avec des hépatoytes normaux non transgéniques et

ayant subi le méme traitement.
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cellules résidentes. Dans le cadre
d’atteintes hépatiques ou d’utili-
sation du foie comme organe de pro-
duction d’une enzyme, il reste néan-
moins une difficulté a surmonter:
trouver le couple idéal, utilisable en
clinique humaine, capable de confé-
rer un avantage sélectif a des hépa-
tocytes génétiquement modifiés.
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