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Réimplantation de 
modifiées dans des 

cellules génétiquement 
néo-organes vascularisés 

La plupart des protocoles de thérapie 
génique prévoient que les cellules à 
modifier soient manipulées ex vivo puis 
réimplantées dans l 'organisme où elles 
exprimeront leur nouvelle fonction. 
Cependant, il n'est guère que les cel­
lules hématopoïétiques qui, lorsqu'elles 
sont réintroduites par simple réinjec­
tion, trouvent leur chemin vers un 
stroma où elles pourront croître et se 
multiplier. Les autres cellules, qui ne 
possèdent pas à leur surface de récep­
teur de domiciliation (lwming receptor), 
doivent être réimplantées en des sites 
particuliers. Une matrice extracellulaire 
propice à leur attachement est en effet 
nécessaire à leur survie, qui dépend 
également de facteurs trophiques pro­
duits par les cellules voisines ou appor­
tés par le système vasculaire. Injectés 
dans la circulation ou dans la cavité 
péritonéale , hépatocytes ,  myoblastes, 
cellules endothéliales ou fibroblastes 
essaiment avec une très faible efficacité 
et disparaissent pour la plupart. 
Différentes méthodes d'implantation en 
des sites spécifiques de cellules généti­
quement modifiées ont été utilisées 
avec succès. Les hépatocytes peuvent 
être injectés dans la veine porte ou 
dans la rate [ 1 -3 ]  et les myoblastes 
dans le muscle squelettique [ 4] . Les 
cellules endothéliales vasculaires sont 
utilisées pour recouvrir un greffon arté­
riel artificiel [ 5] et des structures trans­
plan tables équivalentes au derme peu­
vent être constituées in vitro avec des 
fibroblastes [6, 7 ] .  Les fibroblastes peu­
vent également être greffés à l ' intérieur 
du cortex cérébral où ils survivent pen­
dant plusieurs semaines [8] . 
Ces méthodes de réimplantation in situ 
conduisent à 1 'établissement irréversi­
ble d'un implant diffus de cellules 
génétiquement modifiées dans l'organe 
ou le tissu . Il est en général difficile 
de surveiller directement l 'évolution de 
cet implant et d'en évaluer la survie. 
D'autre part, les protocoles compren-

nent souvent des étapes traumatiques 
(résection d'un lobe du foie, lésion du 
muscle), qui sont destinées à provoquer 
une regénération de l'organe. L'envi­
ronnement physiologique obtenu dans 
ces conditions est en effet beaucoup 
plus favorable à l ' implantation des cel­
lules modifiées génétiquement. Ces 
manœuvres pourraient être évitées s' il 
était possible de réimplanter les cellu­
les dans une structure autonome et 
vascularisée comportant tous les élé­
ments matriciels et nutritifs nécessaires. 
Ce type d' implant localisable et acces­
sible serait assimilable à une chambre 
de diffusion. Des travaux récents indi­
quent qu'il est possible d'obtenir de 
telles structures et d'y installer des 
fibroblastes génétiquement modifiés qui 
s'y maintiennent et expriment le pro­
duit du transgène pendant plusieurs 
mOIS. 
De nombreuses équipes ont cherché à 
pallier les difficultés de la transplanta­
tion cellulaire en développant des sup­
ports synthétiques qui permettent 
l 'attachement et la survie des cellules. 
Des micro-billes de dextran peuvent 
être utilisées pour la culture puis 
l ' implantation intrapéritonéale d'hépa­
tocytes [9] et permettent d'augmenter 
la période de survie de ces cellules. On 
a également cherché, avec des succès 
variables, à introduire différents types 
cellulaires dans des réceptacles synthé­
tiques [ 10] . Ce type d'implant provo­
que généralement une importante réac­
tion inflammatoire. 
En 1988, l 'équipe de Thomas Maciag 
au NIH (Bethesda, MD, USA) a 
montré qu' il était possible d'induire 
une angiogenèse limitée en introduisant 
à l ' intérieur de la cavité péritonéale 
une éponge de collagène de type 1 
imprégnée de facteur de croissance 
fibroblastique (aFGF) [ 1 1 ] .  Des hépa­
tocytes établis en lignée continue 
avaient pu être inclus dans cette struc­
ture, conduisant à la formation d'un 

implant récupérable après six semaines. 
La même équipe a par la suite utilisé 
des fibres synthétiques de polytétrafluo­
roéthylène (PTFE), un composé inerte 
largement utilisé en chirurgie, comme 
support pour le collagène et le FGF. 
Ces fibres, implantées dans la cavité 
péritonéale chez le rat, permettent le 
développement en quelques semaines 
de structures individualisées, baptisées 
organoïdes ou néo-organes ([ 1 2] et mis 
n °  2, vol. 6, p. 144). On y trouve une 
abondante vascularisation qui irrigue 
un tissu principalement constitué de 
fibroblastes. Des cellules musculaires 
lisses, et même des éléments de tissu 
nerveux peuvent y être observés. 
Thompson et al. ont utilisé ces orga­
noïdes chez le rat Gunn comme récep­
tacles pour des hépatocytes primaires. 
Cet animal présente un déficit du 
système hépatique d'élimination de la 
bilirubine , produit de dégradation de 
l 'hème dont l 'accumulation excessive 
est toxique pour le système nerveux 
central. La publication décrit l' injection 
d'hépatocytes prélevés sur des rats con­
géniques normaux Wiftar, à l 'intérieur 
d'organoïdes formés chez le rat Gunn. 
Une réduction marquée du taux de 
bilirubine sérique aurait été observée . 
Ces résultats spectaculaires n'ont 
jamais été reproduits et les auteurs en 
ont récemment demandé le retrait [ 13 ] .  
Les observations concernant la consti­
tution des néo-organes n'en restent pas 
moins valables, bien que l 'évolution à 
long terme de ces structures n'ait pas 
été maîtrisée au cours de ces premiè­
res études. Les conditions utilisées sem­
blent conduire à une réaction inflam­
matoire importante qui évolue en 
fibrose après quelques semaines. 
Dans le but d'obtenir des structures 
permettant la réimplantation et la sur­
vie de cellules génétiquement modi­
fiées, notre équipe a cherché à amé­
liorer le maintien des néo-organes en 
assurant un meilleur revêtement des 
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fibres synthétiques par le collagène et 
en utilisant diverses sources de matrice 
extracellulaire et de facteurs de crois­
sance. Dans un premier temps, nous 
sommes parvenus à constituer des néo­
organes richement vascularisés dans la 
cavité péritonéale de souris. Ces struc­
tures sont stables pendant plus de six 
mois, très peu inflammatoires et n'évo­
luent pas vers la fibrose . Environ trois 
millions de fibroblastes dermiques auto­
logues peuvent être injectés dans 
l 'organoïde . Ils s'établissent dans le 
tissu conjonctif lâche et y résident pen­
dant plusieurs mois. Nous avons uti­
lisé cette méthode pour distribuer de 
manière continue le produit d'un 
transgène in vivo. A partir d'une biop­
sie cutanée, des fibroblastes ont été 
établis en culture primaire et ont reçu 
l 'ADNe humain codant pour la {3-
glucuronidase porté par un vecteur 
rétroviral . Ils ont ensuite été introduits 
dans un organoïde préformé dans la 
cavité péritonéale d'une souris. La {3-
glucuronidase est une enzyme lysoso­
miale qui est en partie sécrétée et dont 
la forme extracellulaire peut être cap­
tée à distance par des cellules possé­
dant les récepteurs membranaires adé­
quats. Ceux-ci sont spécifiques des 
macrophages (récepteur au mannose/N­
acétyl glucosamine) ou portés par la 
plupart des cellules (récepteur au 
mannose-6-phosphate). L'enzyme puri­
fiée administrée par voie intraveineuse 
est captée par différents organes [ 1 4] .  
Nos expériences indiquent que 
1 'enzyme sécrétée dans le sérum par 
un implant cellulaire se comporte de 
manière semblable. Trois mois après 
l ' implantation des fibroblastes généti­
quement modifiés dans des organoïdes, 
l 'enzyme humaine a été retrouvée au 
niveau du foie, de la rate et des pou­
mons des animaux porteurs [ 1 5] .  
Nous avons, dans u n  second temps, 
simplifié cette technique de réimplan­
tation de fibroblastes possédant le 
transgène de façon à augmenter la 
quantité de cellules transplantées, tout 
en procédant en un seul temps opéra­
toire. Désormais, les fibroblastes ne 
sont plus injectés dans l'organoïde pré­
formé, mais directement inclus dans un 
gel de collagène contenant les fibres 
synthétiques et les facteurs de crois­
sance. Ce gel d'un volume initial de 
deux à trois millilitres contient 1 5  à 
20 millions de cellules qui s'attachent 
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au collagène, provoquant la formation 
d'un maillage dense. L'ensemble se 
rétracte rapidement in vitro, peut être 
réimplanté dans la cavité péritonéale 
au bout de quelques jours et conduit 
à la formation d'un organoïde stable . 
Nous avons utilisé ce procédé pour 
introduire des fibroblastes sécrétant de 
la {3-glucuronidase chez des souris défi­
citaires pour cette enzyme. Ces ani­
maux présentent une mucopolysaccha­
ridose de type VII, identique à la 
maladie de Sly chez l 'homme, avec de 
nombreuses atteintes squelettiques et 
neurologiques et de graves signes de 
surcharge lysosomiale dans les princi­
paux organes [ 1 6] .  La distribution de 
l 'enzyme à partir de l ' implant intrapé­
ritonéal a été observée dans une série 
de quinze souris atteintes de la mala­
die, pendant une période de six mois. 
Elle conduit à une disparition de la 
surcharge dans le foie et la rate des 
animaux traités. 
Ces résultats indiquent qu'une protéine 
thérapeutique peut-être distribuée in 
vivo à partir d'un néo-organe, pendant 
une durée prolongée. De nombreuses 
situations pathologiques humaines 
pourraient bénéficier d'une approche 
de ce type. L'implantation chez un 
patient d'un ou plusieurs organoïdes 
contenant quelques centaines de mil­
lions de fibroblastes. génétiquement 
modifiés pour produire une enzyme 
lysosomiale, une hormone, un facteur 
de coagulation ou une protéine anti­
virale ne devrait pas comporter de dif­
ficulté majeure. L'opération n'impli­
querait que des techniques chirurgica­
les relativement peu invasives ; 
l ' implant cellulaire confiné au néo­
organe serait facile à surveiller et, si 
besoin est, à retirer. Dans cette pers­
pective d'application clinique , nos tra­
vaux chez la souris et le chien cher­
chent maintenant à documenter de 
façon plus détaillée la longévité de 
l ' implant et le comportement à très 
long terme des fibroblastes 
transplantés • 

Olivier Danos 
Philippe Moullier 
Jean-Michel Heard 
Lahorawire rétrovirus et tran.ifert génétique, Ins­
titut Pasteur, 28, rue du docteur Roux, 
75724 Paris Cedex 15, France. 
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TIRÉS A PART 

O. Danos. 

Une journée Recherche dans le cadre d'EUROCANCER 93 se tiendra à Paris 
le 27 avril 1 993, sous la présidence de P. Tambourin et M. Boiron, sur le 
thème " De la recherche oncologique à l'innovation thérapeutique " avec, entre 
autres, le patronage de l'INSERM. 

Programme 
• Introduction et présentation de la journée (P. Tambourin, Paris) ; • Génétique 
des antigènes de rejet tumoral : nouvelles perspectives pour l ' immunothérapie 
spécifique (Th . Boon, Bruxelles) ; • Contrôle de l'expression génétique (M.  
Yaniv, Paris) ; • Oncogènes mutants : cibles pour la  thérapie (N. Lemoine, Lon­
dres) ; • Le couple prolifération-différenciation (L.  Degos et H. de Thé, Paris) ; 
• Nouvelles cibles et nouveaux concepts en chimiothérapie anti-cancéreuse 
(N.W. Lobbezoo, Amsterdam) ; • Chimioprévention des cancers (A. Costa, 
Milan) ; • Modulation de la résistance multidrogue associée à la P-glycoprotéine 
des cellules tumorales (G.  Atassi, Paris) ; • Chimio- et radioprotecteurs (M.  
Marty, Paris) ; • Transfert de  gènes (Th. Velu, Bruxelles et  T. Blankenstein, 
Berl in) ; • Anticorps monoclonaux humains (J . Banchereau,  Lyon) ; 
• Conclusion (M.  Boiron, Paris) . 
L'examen des posters et leur discussion auront lieu au moment de la 
pause-déjeuner. 
3 posters seront sélectionnés pour présentation orale par le jury scientifique 
d'Eurocancer : P. Tambourin (Président). F. Calvo, H. Fridman ( INSERM U .255). 
S. Gisselbrecht, C.-J. Larsen ( INSERM U . 30 1 ) .  A .  Tavitian ( INSERM U . 30 1 ) .  
A.  Tavitian ( INSERM U . 248) , Th. Tursz. 
Le prix du meilleur poster sera remis en fin de journée par P.  Tambourin et 
le comité scientifique. 

Les actes de cette journée seront disponibles sur forme d'une co-édition 
INSERM/John Libbey Eurotext dans la collection des Colloques de l'INSERM. 
Pour renseignement complémentaire et inscription, s 'adresser au secrétariat 
scientifique : M. Boiron, M. Marty, M.-C. Guédès, Centre Hayem, Hôpital Saint­
Louis, 1, avenue Vellefaux, 750 1 0  Paris. Tél. : 42. 06. 32. 60 ou 42. 03. 36. 56 
• Télécopie : 42.4 1. 14. 70. 

Un symposium international sur le thème " Ochratoxicose humaine et patho­
logies associées en Afrique et dans les pays en voie de développement " se 
tiendra à Bordeaux du 3 au 7 juillet 1 993 avec le soutien de l'INSERM, de 
I'UNEP (United Nation Environment Program} et de la Région Aquitaine. 
I l  réunira les principaux spécial istes internationaux de l 'ochratoxine A (myco­
toxine, contaminant alimentaire) (G.  Dirheimer, H .  Bartsch, M .  Castegnaro, T. 
Kuiper-Goodman, P. Galtier, P. Bach, R. Plestina, B. Hald, P. Steyn, Y. Ueno, 
etc. )  et des équipes de chercheurs ayant mis en évidence des maladies liées 
à l'ochratoxicose humaine et animale dans leurs pays respectifs (Afrique, Asie). 
Les objectifs principaux sont les suivants : 
• savoir si la néphropathie endémique des Balkans, vraisemblablement due à 
l 'ochratoxine A, existe en dehors de cette aire géographique ; 
• quelles sont les pathologies associées à l 'ochratoxicose dans les pays en 
voie de développement, en comparaison avec ce qui est observé dans les 
Balkans ; 
• comment expliquer la spécificité rénale de cette mycotoxicose (néphrotoxi­
cité et tumeurs) ; 
• quels sont les moyens de prévention et/ou de traitement de l' ochratoxicose 
(25 à 60 % au moins des personnes sont OTA-positives en Europe) ; 
• comment mettre en place un réseau Nord-Sud de collaboration sur ce sujet 
qui concerne aussi bien les pays industrialisés que les pays sous-développés. 

Les actes paraîtront pour le symposium, sous forme d'une co-édition 
INSERM/John Libbey Eurotext dans la collection des Colloques de l' INSERM . 

Pour tout renseignement et inscription, s 'adresser avant le 28 février 1993 
au Pr. E. E. Creppy, Laboratoire de Toxicologie, Université de Bordeaux Il, 
33076 Bordeaux cedex, " Tél. : 56. 9 1 . 84. 0 7 " Télécopie : 56. 9 1 .  1 4. 1 6. 
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