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Transfert de gènes dans les hépatocytes 
à l'aide de vecteurs rétroviraux 

Le foie constitue une cible privilégiée 
pour un transfert de gènes à visée 
thérapeutique. Il est le siège de nom­
breux dérèglements héréditaires gra­
ves qui ne pourraient être corrigés 
que dans le contexte de la fonction 
hépatique (et donc dans les hépato­
cytes eux-mêmes) . C 'est le cas, par 
exemple, de certaines formes d'hyper­
cholestérolémie familiale secondaires à 
des mutations touchant le gène du 
récepteur des LDL. Dans le cas de 
déficits touchant une fonction extra­
hépatique, le transfert dans le foie 
d'un gène devant exercer son effet à 
distance pourrait également se révé­
ler efficace . Le rôle physiologique du 
foie, pourvoyeur de la plupart des 
protéines plasmatiques et organe de 
détoxification, le place en effet en 
position intéressante comme siège de 
l 'expression d'un gène étranger intro­
duit dans un but thérapeutique. 
Une approche envisageable consiste­
rait à effectuer le transfert de gène 
sur des hépatocytes prélevés après 
traitement du foie par la collagénase 
et mis en culture . Pour juger de la 
faisabilité de cette technique, nous 
avons défini des conditions de culture 
permettant une infection des hépa­
tocytes de rat par des vecteurs rétro­
viraux amphotropes véhiculant le 
gène de la B-galactosidase d' E. coli 
Nous utilisons le gène nlslac Z [ 1 ] ,  qui 
code pour une enzyme à localisation 
nucléaire. Ceci nous permet de réa­
liser des doubles colorations qui révè­
lent l 'activité du gène transféré par 
une coloration nucléaire et l 'existence 
de marqueurs hépatocytaires par une 
coloration cytoplasmique (peroxydase, 
glucose-6-phosphatase ) .  Ainsi  
pouvons-nous affirmer que les cellu­
les exprimant le gène transféré sont 
bien des hépatocytes, et non des cel­
lules biliaires ou endothéliales qui 
contaminent fréquemment ces cultu­
res. En effectuant l ' infection trois 
jours après la mise en culture en 
l 'absence de sérum de veau, nous 

parvenons à infecter 10 % à 1 5  % 
des hépatocytes. Nous avons ensuite 
cherché à réimplanter ces hépatocy­
tes modifiés dans l 'organisme. Alors 
que des cellules fraîchement explan­
tées sont capables de former un tissu 
hépatique après réinjection [2] , nos 
tentatives pour reproduire ce phéno­
mène à partir de cellules maintenues 
quelques jours en culture ont toujours 
échoué. 
Nous nous sommes alors orientés vers 
une autre approche dans laquelle 
nous avons cherché à obtenir l ' infec­
tion d' hépatocytes in situ par des vec­
teurs rétroviraux .  Ce travail a été 
mené en collaboration avec l 'équipe 
chirurgicale du Pr D. Houssin (labo­
ratoire de chirurgie expérimentale, 
CHU Cochin, Paris, France) [3] . Il 
est possible, chez le rat et la souris 
comme chez l'homme, d'exclure tem­
porairement le foie de la circulation 
et de le perfuser sélectivement in 
situ [4] . Nous avons utilisé cette 
méthode chez le rat pour infecter des 
hépatocytes in vivo avec notre vecteur 
rétroviral portant nlslac Z. La perfu­
sion est effectuée 24 heures après une 
hépatectomie de 70 % qui provoque 
une régénération du tissu hépatique 
et facilite l ' infection rétrovirale . Un 
volume d'environ 50 ml de surna­
geant viral, contenant 10 5 particules 
amphotropiques infectieuses par ml 
est perfusé avec un débit de 
5 millilitre par minute. Les animaux 
sont sacrifiés 2 à 1 5  semaines après 
la perfusion, le foie est fixé in toto, 
et une réaction de détection de la 
E-galactosidase est effectuée sur des 
coupes à congélat ion .  
Avec cette méthode, nous sommes 
capables de transférer le gène rap­
porteur dans les hépatocytes, et son 
expression peut être mise en évi­
dence plusieurs mois après l 'opéra­
tion (le délai le plus long est actuel­
lement de 9 mois) . Les cellules inté­
ressées par le transfert de gène pré­
sentent un noyau bleu après révé-

lation de l 'activité B-galactosidase 
(figure 1 ) . Elles apparaissent isolées 
ou en petites colonies de 2 à 10 cel­
lules, réparties uniformément dans 
le parenchyme hépatique . Cet 
aspect suggère, en accord avec les 
travaux anciens sur la régénération 
hépatique,  que tous les hépatocytes 
participent à ce processus [5-7] . De 
1 % à 5 % des hépatocytes reçoi­
vent et expriment le gène rappor­
teur, soit un total de 20 à 80 mil­
lions de cellules. Ce niveau d'effi­
cacité permet d 'envisager la distri­
bution à l 'organisme, à partir du 
foie,  d 'une protéine thérapeutique 
exprimant un transgène; voire l 'éli­
mination d 'un métabolite toxique 
du sérum.  Une des conditions 
requises pour l 'utilisation thérapeu­
tique éventuelle des techniques de 
transfert génétique est la possibilité 
de cibler un type cellulaire à 
l 'exclusion de tous les autres. La 
procédure de perfusion du foie isolé 
du reste de l 'organisme,  associée à 
l 'utilisation de vecteurs rétroviraux 
strictement défectifs (ou incompé­
tents) pour la réplication, évite la 
propagation accidentelle du vecteur 
à un autre organe que le foie. Nous 
l 'avons vérifié en utilisant un test 
de PCR capable de révéler une 
copie du transgène dans 10 000 cel­
lules. Alors que le transgène nlslac 
Z était facilement mis en évidence 
par cette technique dans le tissu 
hépatique des animaux traités, il 
n'était pas détectable dans les autres 
tissus (poumons , rate , reins, cer­
veau) .  
Notre objectif est maintenant d 'éva­
luer si le transfert de gène dans les 
hépatocytes, effectué dans ces con­
ditions, s 'accompagne d 'effets secon­
daires indésirables à long terme, et 
s ' il présente un intérêt thérapeuti­
que . Pour cela, nous répétons ces 
expériences sur des séries importan­
tes de rats qui ne sero"nt analysés 
que dans plusieurs mois. Par ail-
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Figure 1 . Coloration histochimique révélant l'activité /3-galactosidase 
nucléaire dans les hépatocytes d'un animal traité un mois auparavant. 
Vingt-quatre heures après résection de 70 % de la masse hépatique, le tissu 
hépatique restant a été perfusé avec une suspension contenant un vecteur 
rétroviral amphotrope qui véhicule le gène nlslac Z .  

leurs, nous cherchons à cornger le 
déficit métabolique du rat Gunn 
dont l 'enzyme de conjugaison de la 
bilirubine (bilirubine UDPGT) est 
défectueuse. Un ADNe codant pour 
cette enzyme a été récemment isolé 
[8 ] ,  et nous l ' avons introduit dans 
des vecteurs rétroviraux . Les rats 
Gunn présentent un ictère sévère à 
bilirubine non conjuguée - rare­
ment accompagné d 'atteinte neuro­
logique . Ce modèle animal est 
homologue à la très rare maladie de 
Crigler-Najjar, pour laquelle une 
transplantation hépatique est sou­
vent indiquée . 
La mise en œuvre de ce protocole 
de transfert de gène dans les hépato­
cytes est techniquement réalisable 
chez l'homme. L'approche chirurgi­
cale a déjà été utilisée, et les hépa­
tocytes humains en culture sont 
infectables par des rétrovirus 
(N.  Ferry, résultats non publiés). 
Elle ne sera toutefois envisagée 
qu'après démonstration de son effi­
cacité thérapeutique et de son inno­
cuité chez le rat, ainsi que de sa fai­
sabilité chez un gros mammifère . 
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• • •  BRÈVE • • •  

••• La C R H  (corticotropin­
releasing hormone) est aussi un 
médiateur de l ' inflammation. La 
CRH a été isolée de l 'hypothalamus 
et identifiée par ses propriétés de l ill 111 libérine de l 'ACTH, c 'est-à-dire � 
de contrôleur central de 1 '  axe 
h ypothalomo-hypoph yso-su rrénalien. 
Cependant, les actions de la C R H  
ne se limitent pas à c e  contrôle : 
cette hormone est également capa-
ble d 'activer la production d ' inter- -.........1 
leukine 1 ct 2 (IL- l et I L-2) par des � 
macrophages, de coopérer avec des 
lectines dans la stimulation de la 
prolifération lymphocytaire ct d 'aug-
menter l 'expression des récepteurs 
d ' IL-2 à la  surface des lymphocytes 
T. Des récepteurs de la C R H  exis­
tent dans  d i fféren te s  sous ­
populations leucocytaires au  niveau 
desquelles ont également été détec-
tés de l 'antigène et de l' ARN mes-
sager C R H .  Tous ces résultats sug-
géraient que la C RH pouvait inter­
venir sur la réponse inflammatoire . 
Plusieurs équipes américaines de 
Bethesda (MD, USA) [ 1 ]  viennent 
maintenant de montrer que l ' injec-
tion à un rat d 'un anticorps anti-
CRH diminuait considérablement la 
réponse inflammatoire à une injec­
tion de carrageénine (une substance 
inductrice d 'une inflammation asep­
tique) : le volume de l 'exsudat et 
l 'afflux de cellules inflammatoires 
étaient réduits de 50 % à 60 % ,  
alors que le blocage de la CRH 
entraîne une diminution de  l a  
réponse surrénalienne à l ' inflamma· 
tion, ce qui aurait pu laisser prévoir 
un effet inverse puisque les gluco­
corticoïdcs sont des substances anti­
inflammatoires bien caractérisées .  
Un anticorps anti-TN Fa (tumor 
necrosis factor) a approximativement 
les mêmes effets que l ' anti-CRH,  
leurs actions n ' étant pa s  additives .  
Une importante quantité de  CRH 
immunoréactive est détectée dans le 
tissu enflammé, sans augmentation 
parallèle de l 'hormone circulante. La 
CRH semble donc être une cytokine 
jouant un rôle important dans la 
réponse inflammatoire au niveau des 
cellules effectrices périphériques. 
[ 1 .  Caralis K, et al. Science 1 99 1  ; 
254 : 42 1 -3 . ]  
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