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Thérapie génique :
le point sur les essais cliniques

Thomas Valère

L
e champ d’action de la thérapie
génique somatique s’étend de
jour en jour depuis son entrée
en pratique, il y a six ans. Hor-
mis les tentatives initiales de fai-

sabilité et de marquage, elle a été appli-
quée dans les cas graves où les
alternatives thérapeutiques classiques
étaient inefficaces ou inexistantes.
Depuis, une trentaine d’indications
médicales de thérapie génique, dont les
deux tiers en cancérologie [1], ont
abouti au recrutement de plus d’un
demi-millier de patients, au sein d’essais
cliniques de phase I, I/II, et récemment
de phase II en double-aveugle.

Ils se déroulent actuellement sur
trois continents [2], majoritairement
aux États-Unis [3], mais également
au Canada [4], en Europe et en Asie.
Neuf pays européens [5] regroupent
pour l’instant trente protocoles, les
malades étant traités en France (une
quarantaine [2, 5] parmi huit proto-
coles), en Grande-Bretagne [6], aux
Pays-Bas [7], en Allemagne, Italie
[8], Autriche, Pologne [9], Suède ou
Suisse. En Asie, deux essais chinois
sont en cours [2], l’un ayant publié
des résultats en 1993 [10], tandis que
le Japon envisage d’autoriser son pre-
mier protocole [11] (Tableau I). 
Cependant, les résultats de ces essais
sont pour la plupart en cours de collec-
te, et peu sont rendus publics à ce jour.
Les communications disponibles rap-

portent, outre la faisabilité et l’innocui-
té observées, les premiers éléments
d’activité biologique ou thérapeutique.
Leur faible nombre permet de tous les
examiner dans ces pages, sachant qu’à
l’avenir, lorsque les quelque 140 proto-
coles existants auront finalement
publié leurs observations, seul un survol
synthétique en sera possible [2].
D’ici là, on peut préparer ce survol
en brossant le tableau des buts théra-
peutiques respectifs, des gènes, de
leurs voies d’administration, et du
nombre de patients actuellement en
cours de traitement. 
Auparavant, rappelons qu’il s’agit
exclusivement d’interventions soma-
tiques : la transgénèse germinale
humaine reste internationalement
prohibée, même si depuis 1992 le
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Six ans après la première
transgénèse somatique
humaine, ce sont
140 protocoles de thérapie
génique qui sont autorisés,
ayant enrôlé plus de
660 malades dans le monde*.
La majorité des essais
cliniques sont de phase I,
certains de phase I/II ; parmi
les plus récents, on note des
essais de phase II en double-
aveugle. Ces essais ont lieu
dans trois continents, surtout
aux États-Unis mais aussi au
Canada, dans neuf pays
d’Europe, en Chine et bientôt

au Japon. Depuis les
expériences précliniques des
années 1980, de nombreux
résultats se sont accumulés,
montrant que des champs très
divers de la pathologie
humaine étaient accessibles à
la thérapie génique. Par le
marquage des gènes, on a pu
étudier la faisabilité de leur
transfert et l’expression in
vivo des gènes transférés.
Depuis les années 1990, la
thérapie génique a mûri : les
essais cliniques rapportent
quelques améliorations des
malades, transitoires encore

sauf dans le cas du déficit en
ADA où des corrections
physiologiques stables ont été
observées. Cet article a pour
but de décrire les indications
de la thérapie génique dans le
monde (cancers, maladies
géniques acquises ou
héréditaires, SIDA), les gènes
transférés, leurs vecteurs et
leurs voies d’administration,
enfin, le nombre de malades
traités, et de dégager les
perspectives médicales et
biologiques de ce nouveau
mode thérapeutique.

* Au mois de décembre 1995, le nombre de malades
enrôlés semble dépasser le millier, pour environ
150 protocoles.
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Tableau I

LES ESSAIS CLINIQUES DANS LE MONDE

Thérapie 13 140 663
74 % types d’atteintes protocoles patients

Maladies arthrite rhumatoïde (IRAP/TK) 1
acquises (1 %)

artériopathie périphérique (VEGF) 1 4

Maladies infection VIH-1 (ribozyme, VIH-1 env + rev, 
infectieuses tar/Td-rev, zeta-chim-receptor) 9 219

(6 %)

mucoviscidose (CFTR) 14 Gb, Fr 70

maladie de Gaucher (glucocérébrosidase) 3

SCID-ADA (ADA) 3 It, Pb 11+

Maladies hypercholestérolémie familiale (LDLR) 1 5
héréditaires

19 % anémie de Fanconi (FACC) 1

granulomatose chronique (p47-phox) 1

hémophilie B (facteur IX) 1 Ch 2

ARDS déficience (α-1 antitrypsine) 1

maladie de Hürler (α-L iduronidase) 1 Fr

syndrome de Hunter (iduronate sulfatase) 1
Total = 38 Total = 309+

Les approches antitumorales

31 Al, Pb, Au, 96+
imunothérapie/ex vivo Gb, Po, Ch

Cancer suicide TK/ganciclovir 14 Fr, Ca 52

49 % immunothérapie/in vivo 11 Fr, Gb, Ch 62+

chimioprotection (MDR) 5 Pb 8

supresseur de tumeur (p53) 4 1

antisens 2 1

surexpression d’antigène tumoral 2 Gb
Total = 69 Total = 220+

Marquage cellule cible transduite
(26 %)

Moelle osseuse et/ou lymphocytes circulants autologues 21 It, Fr, Gb 85+
Pb, Sd

TIL autologues 5 Fr 25+

Cellules CD34+ sélectionnées autologues 3

Lymphocytes T cytotoxiques 1 15

Hépatocytes autologues 1

Cellule de tumeur bronchopulmonaire (in vivo) 1 Fr

Lymphocytes syngéniques 1 6
Total = 33 Total = 134+

La légende se rapportant à ce tableau se trouve p.75.



Germ Line Therapy Panel a été créé et
chargé par le RAC (Recombinant DNA
Advisory Committee) d’étudier le mora-
toire américain, qui est rediscuté. 
Enfin, distinguons au sein de la trans-
génèse somatique humaine la « thé-
rapie génique » (gene therapy) au sens
strict, donc à visée curative, du
« marquage génique » par un gène
rapporteur sans bénéfice thérapeu-
tique pour le patient (gene marking).

Les voies
d’administration 

L’approche initiale, qui reste
aujourd’hui majoritaire, est la transge-
nèse ex vivo. Dans ce cas, les cellules du
patient, de son jumeau, ou bien d’origi-
ne allogène sont cultivées in vitro puis le
gène d’intérêt y est transféré. Elles sont
ensuite réimplantantées par injection
intraveineuse ou par greffe de moelle
osseuse dans deux protocoles sur trois –
opérations qui traduisent en fait la pré-
dominance des cellules sanguines com-
me cibles de la transgenèse. Au second
rang viennent les cellules cancéreuses,
généralement transfectées avec un gène
de cytokine et irradiées avant réinjection
sous-cutanée. D’autres voies d’adminis-
tration, minoritaires, ont été récemment
proposées (TableauII).
En parallèle, les livraisons géniques in
vivo se développent rapidement, car
de nombreux thérapeutes espèrent à
l’avenir les utiliser en routine. L’ADN
est en effet administré directement
dans l’organisme, ce qui évite les

phases coûteuses et délicates de prélè-
vement et de culture cellulaire en
conditions de sécurité clinique, et per-
met de traiter tout patient sans délai
grâce à un stock préexistant. Actuelle-
ment, un protocole sur trois préconise
l’administration in vivo, qu’elle ait lieu
par injection ou cathéterisation, par
instillation d’un aérosol, ou par appli-
cation d’une suspension sur les voies
aériennes. Notons que certains proto-
coles de transfert consistent à injecter
in vivo les cellules murines produisant
le vecteur au sein de tumeurs. Dans ce
cas, les cellules allogènes expriment
toujours un gène suicide, ce qui per-
met leur rapide éradication de l’orga-
nisme par un traitement simple.

Les vecteurs

Historiquement, ce sont les vecteurs
rétroviraux qui ont ouvert la voie à la
transgenèse somatique chez l’hom-
me. Depuis le premier essai clinique
[12], autorisé à l’équipe de Rosen-

berg (USA) en 1989, les vecteurs
rétroviraux, presque toujours fondés
sur le virus de la leucémie murine de
Moloney (Mo-MuLV), restent em-
ployés par les trois quarts des proto-
coles actuels. Cette prédominance est
due en partie à l’antériorité de leur
technologie qui seule avait atteint
une fiabilité adéquate pour l’utilisa-
tion clinique, à une époque charniè-
re dans les travaux de Rosenberg et
al. en immunothérapie adoptive. Les
lymphocytes infiltrant les tumeurs
(TIL), qui ciblent et détruisent les
cellules cancéreuses chez l’homme,
venaient alors d’être caractérisés. Par
ailleurs, des effets secondaires indési-
rables à l’injection systémique de
cytokines suggéraient d’administrer
celles-ci plus localement. Avec l’appa-
rition de l’outil vecteur rétroviral, il
était désormais possible de transférer
efficacement aux TIL le gène codant
pour la cytokine voulue [13], afin de
cibler celle-ci plus étroitement sur la
tumeur. Une étude initiale de faisabi-
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Les chiffres varient rapidement : en moyenne
une vingtaine de nouveaux patients ont été in-
corporés par mois, contre une dizaine par mois
un an auparavant. Cette accélération tient à
l’enrôlement continu de nouveaux patients
dans les protocoles existants, la moitié d’entre
eux n’étant pas encore démarrés, et le reste
n’ayant généralement pas achevé ses recrute-
ments. Mais aussi à l’accumulation des autori-
sations de nouveaux protocoles, par un effet
d’entraînement dû aux précurseurs : les essais
ayant rapporté des résultats intéressants sont
parfois reproposés, par leurs auteurs ou non,
avec ou sans variantes, et sont ainsi plus rapi-
dement évalués, et acceptés. Les nombres de
protocoles et de patients sont donnés pour juin
1995 [2, 3], et leur mise à jour peut être consul-
tée sur Internet [2]. Les pourcentages de proto-
coles dans chaque situation sont donnés entre
parenthèses dans la première colonne. Les
gènes donnés ici à titre indicatif (entre paren-
thèses dans la colonne 2) sont détaillés Tableau
IV. Les pays [1-3, 5] menant les essais hors des
USA sont indiqués : Allemagne (Al), Autriche
(Au), Canada (Ca), Chine (Ch), France (Fr), Gran-
de-Bretagne (Gb), Italie (It), Pays-Bas (Pb), Po-
logne (Po), Suède (Sd) et Suisse (Ss).

Ce tableau inclut certains protocoles non encore autorisés, mais en cours d’arbitrage. Leur inclu-
sion permet d’indiquer les 19 voies d’administration actuellement utilisées ou envisagées dans un
proche avenir, parmi les 148 protocoles proposés en juin 1995, dont 140 sont acceptés ou en voie
d’acceptation [1-3, 5]. Les pays sont classés en fonction du nombre de protocoles : Allemagne (Al),
Autriche (Au), Canada (Ca), Chine (Ch), France (Fr), Grande-Bretagne (Gb), Italie (It), Pays-Bas (Pb),
Pologne (Po), Suède (Sd), Suisse (Ss) et USA (Us). 

Tableau II

LES VOIES D’ADMINISTRATION

Voies d’administration Protocoles Pays

Greffe de moelle osseuse 28 Us, It, Pb, Fr, Sd, Ca
Injection sous-cutanée 26 Us, Pb, Po, Ch, Al, Ss
Intraveineuse 26 Us, Al, Fr, Pb, Gb
Intratumorale directe 11 Us, Pb, Gb
Intranasale 10 Us, Gb
Intratumorale (stéréotaxique) 10 Us, Fr, Gb, Au
Voies aériennes (bronchoscopie) 6 Us
Intramusculaire 6 Us, Gb
Intratumorale (bronchoscopie) 5 Us, Fr, Ch
Intrapéritonéale 4 Us, Fr
Intratumorale (cathéter pulmonaire) 3 Us
Intrahépatique (cathéter portal) 3 Us
Intrapleurale 3 Us
Respiratoire (aérosol) 2 Us, Fr
Intraventriculaire 1 Us
Intratumorale (réservoir d’Ommaya) 1 Us
Sinus maxillaire 1 Us
Intra-articulaire 1 Us
Intra-artérielle (cathéter) 1 Us

▲



lité, consistant à transférer dans les
TIL un gène marqueur, a constitué le
premier marquage génique humain,
autorisé le 3 février 1989 et démarré
quelques mois plus tard. L’année sui-
vante, le premier essai clinique de
thérapie génique [14] a employé lui
aussi un vecteur rétroviral. 
Depuis, de nouveaux vecteurs ont été
mis au point et continuent d’évoluer
(Tableau III). Les vecteurs adénovi-
raux, naturellement adaptés à la
l’infection des voies aériennes, sont
de plus en plus employés, même s’ils
expriment quelques antigènes viraux.
Dans le futur, cet effet vaccinal qui
entrave les répétitions de traitement
pourrait éventuellement être
contourné par délétion des gènes
viraux subsistants, ou par immuno-
modulation temporaire par l’inter-
leukine 12 (IL12)lors des administra-
tions de vecteur [15]. Actuellement
privés de ces options, dix-huit proto-
coles utilisant les vecteurs adénovi-
raux sont en cours, un tiers concer-
nant la cancérologie et tous les autres
la mucoviscidose. Cette affection est
causée par une déficience héréditai-
re en CFTR (cystic fibrosis transmembra-
ne conductance regulator), un transpor-
teur d’ions Cl- qui règle la différence
de potentiel transmembranaire,
notamment dans l’épithélium pulmo-
naire. D’autres organes sont atteints,
mais un signe majeur est l’accumula-
tion de mucus dans le poumon, qui
devient centre d’infections bacté-
riennes et d’inflammation. La survie
moyenne des individus touchés
(1/2 800) est de 29 ans. 
La lipofection voit également son
importance augmenter, principale-
ment en cancérologie dans le sillage
des essais de Nabel et al. dont les
résultats cliniques d’injection intratu-
morale immunisante ont été encou-
rageants [16].
L’injection intramusculaire de plas-
mides nus est une intervention rapi-
de qui pourrait éventuellement
déboucher sur une « vaccination
génique » aussi efficace qu’écono-
mique (en phase préclinique [17]).
Chez l’animal [18], le plasmide injec-
té, non intégré, s’exprime transitoire-
ment avant d’être éliminé de l’orga-
nisme. Cette approche simple est en
phase I d’essais cliniques, notam-
ment dans le cadre d’immunisations

antitumorales (Russel et al., Grande-
Bretagne ; Curiel et al., USA).
Si les vecteurs fondés sur le virus de
l’herpès ne sont pas encore au point
pour une utilisation clinique, Flotte
et al. emploient déjà un vecteur fon-
dé sur AAV (adeno associated virus)
dans le domaine de la mucoviscidose.
Ce dernier n’est toutefois infectieux
que grâce à la complémentation par
un adénovirus réplicatif. La méthode
biolistique (gene gun), où des micro-
projectiles métalliques recouverts
d’ADN sont accélérés pour bombar-
der les cellules cibles, est évaluée par
Nabel et al. dans le cadre du SIDA,
ainsi que par Schadendorf et al. (Ber-
lin) en cancérologie. Toujours dans
ce domaine, l’électroporation
(Schmidt-Wolff et al., Berlin) et la
transfection (Osanto et al., Leiden ;
Mackiewicz  et al., Poznan ; Aebischer
et al., Lausanne) avant sélection in
vitro font l’objet des premiers essais
cliniques, tous menés en Europe.

Les gènes

Il advient souvent qu’un gène donné,
employé dans une indication théra-
peutique donnée, soit transféré par
des vecteurs différents d’un protoco-
le à l’autre. De plus, la place manque
pour détailler ici les spécificités de

ces ADN avec ou sans introns, chimé-
riques ou non, sens, antisens ou ribo-
zymes, dont le compte dépasse la
quarantaine. On peut cependant en
faire la liste, avec un bref aperçu de
leurs propriétés et de leurs visées thé-
rapeutiques (Tableau IV).

Les premiers résultats
cliniques

Le premier point qu’ont noté toutes
les équipes est l’absence d’effets
secondaires notables, sauf dans un
cas individuel [19] résolu rapide-
ment. Notamment, on a constaté
l’absence de carcinogenèse et de
virus helpers associés à l’intervention
chez les patients. Quoi qu’il en soit,
les nombres restreints de malades
par protocole et la faible durée des
suivis entravent encore toute évalua-
tion statistique formelle des risques
réellement pris.

Les marquages géniques

Faisabilité de la transgénèse
somatique humaine

L’essai clinique pionnier [12] a
consisté en un marquage par le gène
neoR, dont l’expression confère aux
cellules eucaryotes la résistance au
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Ce tableau synthétique présente l’intégralité des moyens de transduction actuellement employés
chez l’homme, en nombre absolu (et en % du total). Les pays sont classés en fonction du nombre
de protocoles : Allemagne (Al), Autriche (Au), Canada (Ca), Chine (Ch), France (Fr), Grande-Bre-
tagne (Gb), Italie (It), Pays-Bas (Pb), Pologne (Po), Suède (Sd), Suisse (Ss) et États-Unis (Us). Juin
1995 [1-3, 5]. De nouveaux protocoles (3 par mois), de nouveaux pays (Japon) et de nouveaux vec-
teurs (virus de l’herpès) devraient apparaître, aussi une mise à jour continue [2] peut être utile.

Tableau III

LES VECTEURS AUTORISÉS DANS LE MONDE

8 140 12
vectorisations protocoles pays

Rétrovirus 93 (66 %) Us, Fr, Pb, It, Gb, Ch, Ca, Sd
Adénovirus 18 (13 %) Us, Fr
Lipofection 16 (11 %) Us, Gb, Al, Au
Plasmide nu 5 (4 %) Gb, Us
Biolistique 3 (~ 2 %) Al, Us
Transfection 3 (~ 2 %) Pb, Po, Ss
AAV 1 (~ 1 %) Us

Électroporation 1 (~ 1 %) Al



G418, un analogue de la néomycine.
Dans le cadre d’une immunothéra-
pie adoptive, cinq patients atteints de
mélanome malin métastasé ont reçu,
en une à trois perfusions, environ
100 milliards de TIL autologues,
marqués ex vivo par un vecteur rétro-
viral amphotrope du gène neoR sous
le contrôle du promoteur de Mo-
MULV. Ce vecteur, LNL6, a ensuite
été employé pour d’autres essais.
Une réaction de PCR sur l’ADN des
mononucléaires du sang périphé-

rique a permis de détecter le transgè-
ne trois semaines après perfusion
chez tous les patients, et jusqu’à deux
mois après, chez deux d’entre eux. Il
a également été décelé jusqu’au jour
64 dans des échantillons de tumeurs,
indiquant ainsi que le transfert
génique n’affecte pas le ciblage natu-
rel des TIL. 
En ce qui concerne la sécurité, les
recherches de virus helpers et d’activi-
té transcriptase inverse parmi les TIL
prélevés, étaient toutes négatives.

Aucune toxicité n’a été relevée, et les
TIL restaient dépendants de l’IL2.
Ce protocole, le seul au monde dont
le recrutement soit illimité, a déjà
enrôlé dix patients (dont neuf sont
décédés des suites de la progression
tumorale). Au total, il a permis de
répondre positivement à trois prére-
quis : (1) un vecteur rétroviral peut
transférer efficacement un gène dans
les TIL sans modifier leur ciblage
spécifique vers la tumeur ; (2) les TIL
transfectés restent tumoricides et (3)
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Les gènes [1-3, 5] sont classés en catégories (avec entre parenthèses le nombre de protocoles concernés s’il y en a plusieurs). Hormis ceux cités dans
le texte, sont employés les gènes suivants. IFN-γ: interféron-γ, MDR : multiple drug resistance, CEA : carcinoembryonic antigen, IRAP: IL1 receptor an-
tagonist protein, VEGF : vascular epidermal growth factor, FACC : Fanconi anemia complementation group C. Leurs indications thérapeutiques ou leurs
utilisations scientifiques figurent à la dernière colonne. Juin 1995 [1-3, 5].

Tableau IV

QUEL GÈNE DANS QUEL BUT ?

Catégorie Gènes Emplois proposés

Thérapies IL2(-neoR) (19), IL7 ou 12
géniques (5), GM-CSF (4) IFNγ (3),

TNF-neoR (2), IL4 (2), IL6
Cytokines (36) ou soluble IL6 receptor

Suppresseur de p53-neoR (4)
tumeurs (4)

Chimioprotection (4) MDR (4)

Antigènes HLA-B7(-β2 microglobuline)
surexprimés (8) (6), CEA, Ag spécifique

Gènes suicide (16) TK(-neoR ou -hygroR) (16)

Antisens antitumoraux (3) anti-IGF-1, anti-k-ras, anti-c-fos
ou c-myc

Autres antitumoraux (1) erbB2 promoteur-> cytosine désaminase

VIH env+rev (4),
Antiviraux (8) tar/Td-rev (2), ribozyme,

zeta-chimpanze receptor

CFTR (14), ADA (3),
Complément de maladie glucocérébrosidase (3),
génique (29) IRAP/TK, VEGF, LDLR, FACC,

p47-phox, facteur IX, α-1 antitrypsine,
α-L iduronidase, iduronate sulfatase

Marquages géniques (31) NeoR (30), LacZ

Immunothérapie du cancer : neuroblas-
tome, mélanome, carcinone, cancers du
rein, colon, prostate, sein, ovaire

Mélanome, cancers du foie, cou, tête,
poumon

Cancers de l’ovaire et du sein

Mélanome, cancers du foie, carcinone
rénal, lymphome B

Myélome multiple, cancers du cerveau,
infection VIH-1

Glioblastome, cancers du poumon, du
sein

Cancer du sein

Infection par VIH-1

Respectivement : mucoviscidose, SCID,
Gaucher, arthrite rhumatoïde, artériopa-
thie périphérique, hypercholestérolé-
mie, Fanconi, granulomatose chronique,
hémophilie B, déficience ARDS, Hürler,
Hunter

Principalement cancérologie
Suivi du devenir cellulaire



1 % à 10 % d’entre eux continuent à
exprimer le transgène durant
quelques mois. Depuis, les auteurs
mènent chez douze malades un essai
apparenté, mais en phase I/II et uti-
lisant le gène du TNF (tumor necrosis
factor).
Chez l’un des cinq patients initiaux,
la tumeur avait complètement régres-
sé. Aebersold et al. ont rapporté que
des TIL sanguins ou extraits de biop-
sies tumorales antérieures étaient
résistants au G418 ex vivo [20]. En
comparant l’hétérogénéité en récep-
teurs T des TIL-neoR issus de la
tumeur à celle des TIL-neoR non
réimplantés, mais maintenus in vitro
en G418, ils ont observé une diver-
gence clonale. Il n’ont toutefois pu
démontrer que les clones dominants
dans la tumeur étaient ceux qui
avaient été à l’origine de son élimina-
tion ultérieure. Notons qu’en France,
le premier essai clinique autorisé a
été un marquage génique rétroviral
TIL-neoR, mené chez plusieurs
malades à Lyon par Favrot et al. (Ins-
titut L. Bérard).
Dans un autre protocole de marqua-
ge [21], le vecteur LNL6 a été utilisé
pour marquer des cellules de la
moelle osseuse prélevées chez douze
malades atteints de leucémie myéloï-
de aiguë et chez huit malades
atteints de neuroblastome, âgés de 2
à 19 ans. Le marqueur a été décelé
génétiquement (PCR) et phénotypi-
quement (résistance au G418 ex vivo)
dans les cellules progénitrices des
lignées sanguines, explantées un
mois après autogreffe pour
15 patients sur les 18 suivis ; six mois
après pour 8 patients sur les 9 sui-
vis ; et un an après pour les
5 patients suivis. L’étude s’est arrê-
tée à dix-huit mois ; le transgène res-
tait décelable jusqu’au décès des
deux derniers patients du fait de
l’évolution tumorale. Les personnes
qui se sont prêtées à ce marquage
génique ont permis d’attester la fai-
sabilité et la durée d’une reconstitu-
tion du sang transgénique, des CFU-
E (colony forming unit-erythrocyte),
CFU-M (colony forming unit-macropha-
ge), et CFU-GEMM (colony forming
unit-granulocyte erythrocyte, macrophage,
megacaryocyte) résistantes au G418
ayant été mises en évidence.
Également par transfert rétroviral,

Mannoni et al. (Institut J. Paoli-Cal-
mettes, Marseille) emploient actuel-
lement chez six malades le gène bac-
térien LacZ comme marqueur des
cellules souches hématopoïétiques.
Par ailleurs, Tursz et al. (Institut
G. Roussy, Villejuif) ont réalisé chez
trois patients atteints de tumeurs
bronchopulmonaires un marquage
génique par vecteur adénoviral du
même gène bactérien. 

Sécurité des réimplantations

La cause de décès la plus fréquente à
la suite d’une immunothérapie adop-
tive est la reprise de la croissance
tumorale, après une phase de rémis-
sion. Hormis l’existence de cellules
malignes résiduelles dans l’organis-
me du patient, on ne peut exclure
que l’autogreffe de moelle contienne
elle aussi des cellules cancéreuses,
amplifiées ex vivo avant réinjection.
Rill et al. [22] ont étudié huit patients
âgés de 2 à 9 ans en première ou
seconde rémission clinique d’un neu-
roblastome. Ceux-ci ont subi un pré-
lèvement de moelle osseuse, puis une
autogreffe de moelle osseuse com-
prenant des cellules marquées par
LNL6. Après six à neuf mois, trois
malades ont rechuté, et le marqueur
neoR a été détecté génétiquement
(PCR) et phénotypiquement (résis-
tance au G418 ex vivo) dans 0,05 % à
1% des neuroblastes clonogéniques
provenant de leurs biopsies médul-
laires.  D’après la diversité des sites
d’intégration du vecteur, les auteurs
estiment que l’autogreffe a introduit
au moins 200 cellules cancéreuses
participant à la rechute, dans l’orga-
nisme de chaque patient. Ces obser-
vations imposent, à l’avenir, de pur-
ger les greffons des cellules malignes
avant réimplantation, probablement
dans tous les cas de tumeurs solides
infiltrant la moelle. Le système utilisé
permet le contrôle et l’amélioration
de techniques de purge, par suivi du
marqueur neoR dans des essais cli-
niques à petite échelle.

Les thérapies géniques
(Tableau V)

Cancer

Nabel et al. [16] ont tenté l’injection
d’un complexe ADN-liposome polyca-
tionique codant pour la glycoprotéine
HLA-B7 du complexe majeur d’histo-
compatibilité et pour la β2-microglo-
buline humaines, au sein des tumeurs
de mélanome métastasé chez cinq
patients (tous HLA-B7 négatifs). Trois
à sept jours plus tard, les biopsies de
tumeurs contenaient la protéine HLA-
B7, détectée en immunochimie, ainsi
que l’ADN transféré, détecté en PCR.
L’ADN plasmidique était absent du
sérum, et aucune toxicité n’a été
observée. Une réponse immune en
lymphocytes T cytotoxiques (CTL)
anti-HLA-B7 hétérologue et anti-
tumeur autologue a été mise en évi-
dence chez les cinq patients. Chez
l’un d’entre eux, deux des nodules
injectés, ainsi que d’autres métastases
distantes non injectées, ont totale-
ment régressé. Depuis cet essai encou-
rageant, daté de février 1992, plu-
sieurs protocoles similaires ont pris en
charge plus de cinquante nouveaux
patients, traités pour diverses
tumeurs. Celui de Rubin et al. [23] a
pu clore son recrutement en mars
1995 et confirmer la synthèse in vivo
de HLA-B7 et une réponse CTL. Tou-
tefois, si des régressions de tumeurs
étaient visibles chez six des quinze
patients traités, quatre autres ont péri
du fait de la progression tumorale.
Au sein d’un autre type d’essai de
phase I, Roth et al. ont recruté en
juin 1995 un homme de soixante ans
atteint de carcinome pulmonaire
apparemment non métastasé, mais
non résécable. La radiothérapie
n’étant plus efficace, et l’obstruction
bronchique interdisant une chimio-
thérapie, il a été traité par injection
intratumorale (bronchoscopie) d’un
vecteur rétroviral du suppresseur de
tumeur p53. La présence du mar-
queur neoR sur le vecteur a permis de
le détecter dans environ 40 % des
cellules d’une biopsie effectuée
24 heures post-traitement. Le cin-
quième jour, les deux lésions avaient
commencé à régresser au sein d’une
fibrose inflammatoire non cancéreu-
se. Aucune toxicité due à la transge-
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Intégralité des résultats publiés d’essais cliniques en Europe, en Amérique et en Asie [2], juin 1995. Les références individuelles figurent à la dernière
colonne.

Tableau V

LES PREMIERS RÉSULTATS CLINIQUES

Protocole Résultats Patients Gène Référence

5 neo Rosenberg [12]
(vecteur
rétroviral)

1 Aebersold [20]

20 neo Brenner [21]
(vecteur
rétroviral)

8 neo Rill [22]
(vecteur
rétroviral)

5 HLA-B7 Nabel [16]
(lipofection)

4+ Kohn [28]
ADA

3 (vecteur Hoogerbrugge [7]
rétroviral)

2+ Ferrari [8]

1 récepteur des Grossmann [29]
LDL
(vecteur
rétroviral)

4 CFTR Crystal [19]
(vecteur
adénoviral)

3 CFTR Zabner [26]
(vecteur
adénoviral)

15 CFTR Caplen [6]
(lipofection)

2 facteur IX Lu [10]
(vecteur
rétroviral)

16 VIH-1 III B env Haubrich [30]
et rev
(vecteur
rétroviral)

Marquage ex vivo de TIL (mé-
lanome malin)

Marquage ex vivo de cellules
de la moelle osseuse (leucémie
myéloïde aiguë, neuroblasto-
me)

Marquage ex vivo de cellules
de la moelle osseuse (neuro-
blastome)

Injection intratumorale de lipo-
somes (mélanome malin)

Infection ex vivo de cellules
sanguines déficientes pour le
gène ADA (ADA-SCID)

Infection ex vivo d’hépatocytes
déficients pour le récepteur
des LDL (hypercholestéro-
lémie)

Infection in situ de l’épithélium
nasal ou bronchial (mucovisci-
dose)

Infection ex vivo de fibro-
blastes cutanés autologues
(hémophilie B)

Injection intramusculaire de
vecteur rétroviral (infection par
VIH-1)

Faisabilité de la thérapie so-
matique humaine

Évolution des TIL in vivo

Reconstitution partielle du
sang par le greffon

Risque de réimplantation de
cellules cancéreuses lors des
immunothéraphies adoptives

Faisabilité, sécurité, immuni-
sation antitumorale

Normalisation, voire arrêt du
traitement PEG-ADA chez
certains patients

Correction partielle mais du-
rable (18 mois) de l’hyper-
cholestérolémie
Stabilisation de la maladie
coronarienne associée

Faisabilité et sécurité
Expression transitoire de la
protéine (10 jours)

Correction transitoire du vol-
tage transépithélial anormal

et d’anomalie de transport
d’ion

Faisabilité et sécurité
Expression durable (6 mois)
de la protéine
Amélioration clinique d’un
patient

Faisabilité et sécurité
Effet vaccinal pour l’instant
non observé



nèse n’est apparue, et la tumeur a
régressé à 87 % au bout du premier
mois.
L’idée de transférer dans les cellules
cancéreuses un gène létal afin de les
détruire a été formulée en 1986 par
Moolten [24]. Le gène suicide choisi
fut tk, codant pour la thymidine kina-
se du virus de l’herpès HSV-1. Une
cellule exprimant ce gène suicide
périt à la double condition qu’elle
incorpore du ganciclovir et qu’elle
soit en division (m/s n°7, vol. 8, p. 728).
En décembre 1994, Oldfield et al. [25]
ont traité quinze adultes atteints de
tumeurs cérébrales malignes (glioblas-
tome, mélanome métastasé, ou carci-
nome du sein métastasé) dont les trai-
tements antérieurs avaient échoué,
qu’il s’agisse de chirurgie, de radiothé-
rapie ou de chimiothérapie. Par injec-
tion stéréotaxique, un milliard de
fibroblastes murins produisant un vec-
teur rétroviral de tk ont été introduits
dans les tumeurs. Après une semaine,
l’analyse du tissu par hybridation in
situ a révélé la transcription de tk dans
les cellules d’encapsidation et dans
certaines des cellules tumorales. Le
ganciclovir a été administré à cette
date, par voie intraveineuse durant
quatorze jours, afin de déclencher le
suicide cellulaire. Hormis une inflam-
mation transitoire notée chez
quelques patients, aucune encéphali-
te, aucune toxicité n’ont été observées.
Enfin, chez certains patients, le volu-
me tumoral a visiblement diminué.
A Paris, Klatzmann et al. (UFR Pitié-
Salpêtrière) mènent deux essais cli-
niques analogues, chez dix-sept
patients atteints de mélanome malin
ou de glioblastome inopérable, tandis
que Tiberghien et al. (CRTS de Besan-
çon) utilisent des lymphocytes T
exprimant le gène tk dans le cadre de
greffes de moelle osseuse allogénique.

Mucoviscidose

L’essai clinique de faisabilité a été
lancé le 17 avril 1993 par Crystal et
al. [19], chez dix patients souffrant
de mucoviscidose. L’administration
de 2 millions à 2 milliards de pfu
(plaque forming units) d’un vecteur
adénoviral de CFTR dans l’épithé-
lium bronchial ou nasal a provoqué,
dans les sept jours, l’expression tran-
sitoire de l’ARNm et de la protéine

CFTR (indécelable avant traitement),
dans approximativement 14% des
cellules chez un patient ; et de
l’ARNm seul chez un autre (parmi
les quatre premiers évalués). Mais
après le dixième jour, plus aucune
expression n’a été détectée. De plus,
le patient ayant reçu la plus forte
dose a souffert d’un syndrome systé-
mique et pulmonaire, amendé en
deux semaines par traitement symp-
tomatique. Dans un seul des prélève-
ments sur le pharynx, et chez un seul
des patients, le vecteur adénoviral a
été retouvé par culture ex vivo. 
Ni cet essai clinique ni ses succes-
seurs, dont un en phase I/II (Welsh
et al., chez quatre patients), n’ont
encore apporté d’amélioration
durable, mais cette tentative initiale a
établi la dose maximale de vecteur
tolérée. De plus, parmi les patients
ultérieurement traités par Crystal et
al., la correction transitoire partielle
d’un signe biologique a été notée in
vivo. Il s’agit du voltage transépithé-
lial nasal, trop élevé avant traitement,
et qui a décru vers les valeurs nor-
males. Des observations analogues
avaient déjà été faites chez trois
patients par Dorkin et al. [26]. Cepen-
dant, la méthodologie employée ne
permettait pas de préciser la durée de
la correction, et le peu de cellules
prélevées n’a permis de détecter ni la
protéine CFTR ni son ARNm dans les
biopsies. En comparaison, il faut pré-
ciser qu’un autre essai similaire
regroupant douze patients confirme
l’expression de l’ARNm de CFTR in
vivo, mais Boucher et al. [27] réser-
vent leur opinion quant à l’origine de
la variation de voltage qu’ils obser-
vent. Signalons que Bellon et al. (CH
de Lyon Sud, en collaboration avec
Transgène) emploient un protocole
apparenté, chez deux malades. Enfin,
un essai en double aveugle a été
mené à Londres par Geddes et al.
avec des méthodes d’administration
et de mesure électrophysiologique
originales [6]. Les quinze patients ont
reçu l’administration intranasale d’un
liposome cationique seul (placebo)
ou complexé avec un plasmide
codant pour CFTR. Aucune toxicité
n’a été observée, et seuls les patients
ayant reçu le plasmide ont bénéficié,
trois jours plus tard, d’une correction
partielle ou quasi totale dans certains

cas, des anomalies de transport d’ions
et de voltage transépithélial. Cepen-
dant, comme dans les autres essais,
cette correction s’estompait totale-
ment, ici au bout d’une semaine post-
traitement.
Au total, il est clair que les vecteurs
Ad-CFTR actuels sont impuissants à
traiter la mucoviscidose. Même si un
premier pas a été franchi en démon-
trant la faisabilité de telles
approches, elles devront être optimi-
sées, la durabilité et l’efficacité cli-
nique faisant encore défaut.

Déficience en adénosine
désaminase (SCID-ADA)

La déficience en adénosine désami-
nase (ADA) est une maladie géné-
tique rare (1/100 000) et fatale. Elle
se manifeste par l’impossibilité de
constituer un système immunitaire
adéquat, le résultat étant la récurren-
ce d’infections opportunistes graves
entraînant la mort dès les premières
années de l’enfance. Vingt-cinq pour
cent des cas d’immunodéficience
sévère combinée (SCID) sont dus à
une anomalie du gène codant pour
l’enzyme ADA. 
L’injection intraveineuse de l’enzyme
manquante sous forme PEG-ADA
(ADA liée au polyéthylène glycol)
améliore l’état clinique et biologique
des patients, mais la correction reste
incomplète : le déficit en anticorps et
le danger d’infections opportunistes
persistent. L’allogreffe de moelle
osseuse est un traitement envisa-
geable dans moins d’un cas sur trois,
faute de donneur compatible dans le
système HLA. De plus, seul un tiers
des patients greffés récupère un
niveau d’anticorps satisfaisant, les
autres étant mis en danger (mortalité
de 10 % à 20 %) par l’ensemble de la
thérapie qui accompagne la greffe.
La déficience génétique en ADA,
malgré ses manifestations sévères et
multiples est une maladie simple sur
le plan génétique, au sens où la répa-
ration du seul gène ADA, dans les
seuls lymphocytes, devrait améliorer
l’état clinique du patient. Le 14 sep-
tembre 1990, Culver, Blaese et
Anderson ont débuté un essai cli-
nique chez des enfants ADA- dont le
traitement au PEG-ADA n’avait pu
rétablir une constitution immunitaire
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complète [14]. Historiquement, il
s’agissait du premier essai clinique de
thérapie génique. Il est actuellement
en phase I/II et comporte plusieurs
options (lymphocytes, cellules
CD34+, cellules hématopoïétiques
néonatales).
Après prélèvement veineux et cultu-
re ex vivo des lymphocytes, l’ADNc
du gène ADA a été transféré par un
vecteur rétroviral, sous le contrôle du
promoteur de Mo-MuLV. Après
neuf jours d’amplification, 700 mil-
lions de lymphocytes autologues par
kilo ont été transfusés. L’opération a
dû être répétée mensuellement, et
les dernières perfusions ont eu lieu
en octobre 1992. Depuis, les deux
enfants ont des lymphocytes circu-
lants ADA+ (PCR, Southern et
expression protéique). Parmi les
deux fillettes traitées, la première
possède plus de 50 % de lymphocytes
ADA+. Son état immunologique est
normalisé. La seconde ne bénéficie
que de 0,1 à 1 % de lymphocytes
ADA+, mais elle est en bon état cli-
nique*. Depuis, un essai apparenté,
concernant un malade de 3 ans, est
envisagé au Japon [11]. Trois enfants
sont déjà traités par un protocole
similaire [7] au sein d’une coopéra-
tion européenne. En outre, Bordi-
gnon et al. rapportent les premiers
résultats [8] obtenus en Italie, où
deux vecteurs pratiquement iden-
tiques ont été simultanément utilisés
ex vivo, l’un pour infecter les lym-
phocytes du sang périphérique,
l’autre pour infecter les cellules de la
moelle osseuse, avec réinjection. Ces
vecteurs double-copie du minigène
ADA, (différant uniquement par un
site de restriction dans une région
non fonctionnelle) ont permis par la
suite de retracer l’origine des cel-
lules récoltées jusqu’à deux ans post-
traitement chez les patients. Il est
ainsi apparu que les lymphocytes
périphériques infectés participent
surtout à l’efficacité du traitement
durant la première année, puis dis-
paraissent, progressivement rempla-
cés par des lymphocytes T issus des
cellules médullaires infectées. Les 5

ou 9 injections intraveineuses ini-
tiales de quelques centaines de mil-
lions de cellules de moelle infectées
ont suffi à aboutir, 16 mois plus tard,
à environ 20 % de progéniteurs
médullaires produisant l’enzyme
(BFU-E, CFU-GM et CFU-GEMM) ; et
les lymphocytes, granulocytes et éry-
throcytes ADA+ ont été mis en évi-
dence. Les auteurs estiment que ce
rendement exceptionnel est dû
quantitativement à la sélection positi-
ve subie in vivo pour la fonction cel-
lulaire ADA. Qualitativement, il est
vraisemblable que leur protocole de
transfert de gène qui minimise l’acti-
vation et la différenciation cellu-
laires, autorise la progénie variée
obtenue in vivo. Sur le plan clinique,
les deux patients (chez lesquels le
PEG-ADA seul avait échoué) ont vu
leurs fonctions immunes restaurées
par l’intervention de la thérapie
génique. Notamment, la normalisa-
tion des numérations lymphocy-
taires, des réponses humorales et cel-
lulaires et du répertoire T ont permis
de réduire de moitié les administra-
tions de PEG-ADA.
En avril 1993, plusieurs interventions
néonatales ont été autorisées aux
États-Unis. Les nouveau-nés ont subi
[28] une transfusion de cellules san-
guines autologues issues du cordon
ombilical et du placenta, infectées ex
vivo par le vecteur du gène ADA.
Contrairement au sang périphérique,
le sang de ces organes est naturelle-
ment enrichi en cellules souches
hématopoïétiques, ce qui motivait
l’espoir qu’une intervention néonata-
le unique suffise à traiter définitive-
ment l’affection. Pour l’instant, les
auteurs ont rapporté que deux ans
après ce traitement, de multiples
lignées cellulaires portaient les
séquences intégrées, et le gène neoR,
également présent dans le vecteur, y
était exprimé. Depuis, l’administra-
tion de PEG-ADA est précautionneu-
sement et progressivement retirée,
sous un suivi biomédical continu.

Hémophilie B

Hormis l’essai clinique de Mao et al.
en cours à Pékin (transfert rétroviral
du gène codant pour l’IL2 dans les
cas de carcinome pulmonaire), on
peut noter la première publication de

résultats cliniques de thérapie
génique en Asie (Lu et al., Shanghai
[10]). Après expérimentation précli-
nique, les fibroblastes cutanés de
deux patients atteints d’hémophilie B
ont été infectés ex vivo par un vecteur
rétroviral de l’ADNc du facteur IX
humain, puis emballés dans une
matrice de collagène. Après réinjec-
tion sous-cutanée autologue, les
niveaux de facteur IX des patients ont
été multipliés par 2 ou 3, pour se sta-
biliser à 220 ng/ml, et ce durant les
six  mois du suivi. L’activité de coagu-
lation a doublé chez un des deux
malades pour atteindre 6,3 % des
valeurs normales, et les auteurs rap-
portent que son état symptomatique a
été visiblement amélioré. Enfin, ils ne
notent aucune toxicité du traitement.

Déficience en récepteur des LDL
(hypercholestérolémie)

L’hypercholestérolémie familiale est
causée par une anomalie du gène
codant pour le récepteur des lipo-
protéines de basse densité (LDL).
Elle se traduit par une maladie car-
diovasculaire (notamment des coro-
naires) précoce, corrélée à une éléva-
tion anormale du rapport LDL/HDL
(lipoprotéines de haute densité).
Une patiente âgée de 29 ans, homo-
zygote pour une anomalie du gène
codant pour le récepteur des LDL, a
subi une résection hépatique. Après
isolement, les hépatocytes ont été
infectés ex vivo par un vecteur rétrovi-
ral exprimant l’ADNc du gène sauva-
ge, sous le contrôle de l’amplificateur
du cytomégalovirus et du promoteur
de la β-actine de poulet. Trois jours
plus tard, les hépatocytes ont été
transfusés par la veine mésentérique
inférieure [29]. L’ARNm du vecteur a
été décelé quatre mois après cette
unique administration, par hybrida-
tion in situ sur la biopsie hépatique
effectuée. Aucune réponse immune
contre l’autogreffe n’a été observée. 
L’hypercholestérolémie a été partiel-
lement corrigée, de manière stable,
sur les dix-huit mois d’observation, le
rapport LDL/HDL ayant décru de 10
(pré-traitement) à 5 (post-traite-
ment). Sur le plan cardiovasculaire,
Grossmann et al. ne peuvent
qu’observer que la maladie corona-
rienne n’a pas progressé durant ces
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* Les deux patientes ont pu diminuer leur traite-
ment par le PEG-ADA de plus de moitié, tandis que
leurs fonctions immunes continuent de s’améliorer
[31].



dix-huit mois, sans préjuger des béné-
fices du traitement à terme. Wilson et
al. mènent en phase I/II un essai cli-
nique similaire chez 5 patients, mais
n’ont pas encore publié leurs obser-
vations. Ce type de protocole devrait
être poursuivi et éventuellement
étendu à des affections métaboliques
d’origine hépatique, telle la déficien-
ce en ornithine transcarbamylase. 

SIDA

Neuf protocoles américains concer-
nant le SIDA emploient les vecteurs
rétroviraux. Notons qu’ils rassemblent
un tiers des patients recrutés sur la pla-
nète. Notamment, Viagene/Haubrich
et al. (phase I/II en double aveugle)
tentent l’immunothérapie d’adultes
séropositifs par injections intramuscu-
laires d’un placebo ou d’un vecteur
rétroviral particulier, VIH-IT [30]. Ce
vecteur, recombiné de façon multiple
et produit en lignée canine afin de
minimiser les possibilités de recombi-
naison, transporte des segments des
gènes env et rev de VIH-1 IIIB. L’obser-
vation des 16 premiers patients n’a
révélé aucune toxicité, ni pour l’ins-
tant de vaccination induite ou de chu-
te de la charge virale. L’essai est clos
ainsi que son prédécesseur de phase I
(Galpin et al.) qui a également recruté
tous ses patients autorisés [21]. Depuis
début 1995, un successeur employant
aussi VIH-IT est en cours : l’essai de
phase II en double aveugle de Parenti
et al., qui a recruté 124 malades en
quelques mois.

Conclusion

Depuis les premiers essais cliniques,
la thérapie génique connaît enfin
quelques succès, les plus spectacu-
laires étant l’amélioration physiolo-
gique de patients ADA- . Cependant,
elle découvre également ses limites
actuelles : difficultés d’infecter les
cellules souches, faibles taux de cel-
lules transgéniques in vivo, restaura-
tions génétiques et biologiques sou-
vent transitoires (mucoviscidose), et
toujours incomplètes, reprises tumo-
rales… Ainsi qu’un défaut de jeunes-
se : il y a pour l’instant trop peu de
patients observés pour pouvoir quan-
tifier statistiquement les chances de
réussite et les risques d’une thérapie
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donnée. Gageons que la masse de
protocoles actuellement en route,
forts de l’expérience accumulée par
les pionniers, éclaircira ces zones
d’ombre. Probablement pour exclure
certaines approches et éventuelle-
ment pour banaliser le recours à cer-
taines autres ■
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Summary
Clinical trials in human gene
therapy. An overview

Six years after the first human so-
matic transgenesis, some 140 pro-
tocols are currently authorized, en-
compassing over 660 patients
worldwide. Among a majority of
phase I clinical trials, some phase
I/II, and more recently double-
blind phase II trials are under way.
Nowadays, human gene therapy
takes place on three continents.
Mainly in the USA, but also in Ca-
nada, in nine European countries,
as well as in China and possibly
soon in Japan. Following preclini-
cal experiments started mainly in
the 80’s, proof of principle has ac-
cumulated in various fields of hu-
man pathology accessible to gene
therapy. Since then, the trend has
moved on to human gene mar-
king, addressing the safety and fea-
sibility of gene transfer and in vivo
transgene expression. And since
the early 90’s, actual human gene
therapy has come of age, with seve-
ral reports of transgene biological
activity in vivo. Notably, ameliora-
tions of pretreatment pathological
signs have been reported in some
individual cases, among various di-
seases and trials. Although, when
observed, the amelioration was
mostly transient, some investiga-
tors do report physiological correc-
tions steadily established since
treatment was completed, some-
times two years earlier (ADA-
SCID). This review gives a worldwi-
de picture of the medical
indications of gene therapy : can-
cer, other acquired or inherited
genetic disorders, and AIDS. These
indications are listed along with a
survey of the genes presently trans-
ferred, the vectors, their routes of
administration, and lastly the num-
ber of treated patients and their
countries. It concludes with an in-
sight into the currently available
clinical results of gene marking
and gene therapy trials, focusing
on the biological and medical is-
sues. (English details on Internet
at http : //www. pasteur. fr/).
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