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son foie immortel ; il en renaissait autant durant la nuif ce que loiseau aux

larges ailes en avait dévoré pendant le jour. »
« Théogonie» d’Hésiode (750-700 av. J.-C.)
(D’apres John Elias Skandalakis « Surgical Anatomy - the embryologic areadomiic basis of Modern

Surgery », 2004 , volume I, p.1005. Permission accordéé’mfesseur Lee SkandalgKifmiversité d’Emory,

Atlanta, GA, Etats-Unid’ Amérique).
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AVANT PROPOS

AVANT PROPOS

La transplantation d’hépatocytes est un procédé séduisant pour remplaces dellules
déficientes dans uifoie anatomiqguement normal. Dans les maladiestaboliques
héréditaires hépatiques, ou les hépatocytes sont déficitaires alorgachitetture et la
vascularisation du foie sont normales, la thérapie cellulaire présente un potentiel espoir
thérapeutiqgue. Dans ces maladiesyrdeplacement d'un pourcentage restreint (5 a
10%) dhépatocytes déficients paresl hépatocytes normaux pourrait rétablir
durablement la fonction métabolique. Les résultats des essais cliniques
d’allotransplantation ou d’autdransplantationd'hépatocytes génétiquement modifiés
sont moins concluants, montrent une prise de greffe insuffisante et, dans la plupart des
études, un effet thérapeutique transito@es résultats dévoilegt:’il est nécessaire de

développer des modéles précliniques plus poussés.

Notre équipe de recherche est impliquée depuis des années dans la mise au point
d’approches précliniques de thérapie génique pour le traitement des maladies
métaboliques du foiegt en particulier de I'hypercholestérolémie familiale, par
transplantation d’hépatocytes génétiqguement modifies ou non. Un modéle de
transplantatiord’hépatocytes isolés chez le primate a été élaboré. Ce modéle nous a
permis de détecter les facteurs d’échec et les limites de la transplantation
d’hépatocytes chez le grand animal.e principal objectif de ce travail a été d’étudier

les moyensd’induire une importante régénération hépatique et une prise de greffe
hépatocytaire significative afin de développer dans un futur proche une nouvelle
approche daransplantation d’hépatocytes génétiquement modifiés ex vivo pour le

traitement dé’hypercholestérolémie familiale.
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AVANT PROPOS

Dans les prochains ch#ies les sujets suivants seront abordées: i)
I”hypercholestérolémie familiale et les autres maladies métaboliques du foie ; ii) les
approches thérapeutiques pour ces maladies aindeglessais cliniques de thérapie
cellulaire et géniqueiii) les vecteurs lentiviraux, qui sont les vecteurs sdrs et efficaces
utilisés dans nos études pour véhiculer et transférer le géne manquant dans les
hépatocytes iv) la transplantation d’hépatocytes et les moyens existants pour

ameliorer la prise de greffe hépatocytaire.

Ensuite, les résultats de nos travaux seront présentés et discutés en ijétail
I’embolisation portale particlle réversible comme moyen peu invasif et efficace
d’induction de la prolifération hépatocytaire et ddypertrophie du foie non-
embolsé; ii) la présentation de notre approche de thérapie génique ex vivo par
autotransplantation d’hépatocytes génétiquement modifiés chez le macaque ; iii) les
récents progreet les étapes limitantes actuelles de la thérapie génique ainsi que

I’éventuelle application de notre approche en clinique.
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INTRODUCTION
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INTRODUCTION Chapitre | : Hypercholestérolémie familiale et autres MMHH

Les maladies métaboliques héréditaires hépatiques (MMHH) sont des maladies rares
gui peuvent étre symptomatiques des la naissance ou l'enfance. Elles sont nombreuses
et peuvent étre réparties en deux catégories: i) les maladies meétaboliques consécutives
a une anomalie génétiqmtrainant une modification de fonction de I’hépatocyte

sans accumulation hépatique de meétabolites, et ii) les maladies métaboliques de

« surcharge » entrainant une atteinte hépatocytaire par accumulation de protéines ou de
métaux. La majorité des MMHH e manifestent qu’a 1'age adulte. Cependant, elles

ont parfois une évolution séveére mettant en jeu le pronostic vital dés 1’enfance. Les
traitements actuels sont souvent palliatifs visant a améliorer la qualité de vie et parfois

aameéliorer la survie des patients.

Notre équipe de recherche est impliquée depuis des années dans la mise au point
d’approches précliniques de thérapie génique pour le traitement des MMHH, et en
particulier de I'hnypercholestérolémie familiale par transplantation
d’hépatocytes/progéniteurs hépatiques génétiquement modifiés ou non. Cette maladie
métabolique, liée a une anomalie génétiqgue hépatique sans atteinte directe du foie, est

le sujet principal de ce chapitre.

11 L’hypercholestérolémie familiale de type ITA

1.1.1 Le récepteur aux LDL el’hypercholestérolémie familiale
L’hypercholestérolémie familiale est une maladie génétique, autosomique dominante,
due a une mutation du gene codant le récepteur aux lipoprotéines de basse densité (R-
LDL) [1]. Les premiers mécanismes responsables de I'hypercholestérolémie familiale
ont été identifiés dans les années 1970 par les travaux exceptionnels de Brown et
Goldstein[2-6]. Ces travaux leur ont permis de recevoir le prix Nobel de médecine en
1985 [7, 8].

19



INTRODUCTION Chapitre | : Hypercholestérolémie familiale et autres MMHH

Leslipoprotéines de basse densitdd[) sont un groupe de lipoprotéines de types et

de tailles variables (18 a 25 nm de diamétre), qui transportent le cholestérol, libre ou
estérifie, dans le sgnet a travers le corps pour 1’apporter aux cellule§~igure 1).

Elles sont captées par un récepteur spécifique, IDR- qui fixe les particules LDL
plasmatiques formant des complexes ligands/récepteurs qui sont ensuite internalisés.
Le gene du R-LDL edbcalisé sur lébras court du chromosome 19. La mutation du
récepteur ellulaire des particulesDL est directement responsable de l'augmentation

du LDL cholestérol dans la circulation sanguine. Ce récepteur est présent sur
I'ensemble des cellules de I'organisme, mais est plus fréquemment exprimé au niveau
du foie. @ci explique qu’environ deux tiers des LDL soient catabolisées au niveau

hépatique.

Phospholipid
monolayer,

/ . X
Triacylglycerols ", Free (unesterified)
cholesteral

Cholesteryl esters

Figure 1. Particule de lipoprotéine de basse densité (LDL) an@

http://mww.bioinfo.org.cn/book/biochemistry/chapt20/675-1)jpg
Il existe plusieurs mutations du gene du R-LDL et deux formes de la maladie.

forme hétérozygote de I’hypercholestérolémie familiale se caractérise par 1’¢lévation

isolée des concentrations sériques du cholestérol transporté par les LDL (en moyenne
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INTRODUCTION Chapitre | : Hypercholestérolémie familiale et autres MMHH

le double de la normale), pouvant se compliquer d’insuffisance coronarienne apres 40
ans[9]. Sa prévalence avoisine 1 sujet sur 500, ce qui la place parmi les maladies
monogéniques les plus fréquentes dans les pays développés [10]. Elle est responsable
de la classique xanthomatose familiale tendineuse, caractérisée par la présence des
xanthomes qui sont le plus souvent simples a mettre en évidence sur les tendons
d'Achille ou sur les extenseurs de la m&e.plus, une étude récente a montré que la
présence de xanthomes était un puissant facteur prédictif du risque cardiovasculaire
[11].

La deuxiéme forme de I’hypercholestérolémie familiale est la forme homozygote. Les
mutations de classe 1 sont caractérisées par l'absence de récepteur détecté
immunologiguementLa classe "allele nul", définissant 'homozygote «récepteur nul»,
est par définition la plus grave. La fréguence de l'anomalie génétique est te 1/10
individus [12]. Elle est caractérisée par une augmentation considérable du taux
plasmatique du LDL-cholestérol et du cholestérolltéfissqu’a 16g/l). Les patients
homozygotes développent une hyperlipidémie majeure accompagnée dans la grande
majorité des cas par des dépdts de cholestérol sur I’endothélium des vaisseaux et en
extravasculairesous forme de xanthomest xanthélasmas [13]. En l'absence de
traitement, ces malades ont un important risque d'infarctus massif a un trés jeune age
et leur déces survient souvent avant I'age de 20 ans [14].7i8¢ntification précoce
descesmalades est trés importante car un traitement initié tét réduit considérablement

le risque cardiovasculaifé6].

1.1.2 Physiopathiogie
Le métabolisme du cholestérol passe par plusieurs veigsré 2), et but d’abord la
voie exogene ou les lipides alimentaires et ceux excrétés dans la bile sont captés par la
paroi intestinale et véhiculés vers le foie sous forme de chylomicrons [17]. La voie
endogene est la voie ¢eicholestérol fabriqué de novo par le foie est excrété (avec des
triglycérides) parceluici sous forme de Very Low Density Lipoprotein (VLDL) [18]

gui vont subir de nombreuses modifications dans le plasma pour aboutir a la formation
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des LDL riches en cholestérol estérifié. Bda cas de I’hypercholestérolémie, la

demi-vie des particules LDL est allongée par diminution de leur captation du fait

d’une diminution ou d’une absence des R-LDL. Les signes de 1’hypercholestérolémie

sont une oxydation et une augmentation du taux dds plBsmatiques ainsi qu’une

augmentation de la synthése du cholestérol et de VLDL dans les hépatocytes en

I’absence de régulation négative du cholestérol normalement internalis€¢ par le

récepteur. A long terme, le risque de pathologie cardiovasculairenpsttant. Des

|ésions athéromateuses se forment progressivement et conduisent a la thrombose.

Metabolism of chylomicrons, VLDL, IDL and LDL
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1.1.3 Les traitements actuels chez ’homme
Les traitements existants ont pour but de réduire le taux de LDL plasmatique. Malgré
ces traitementsl’espérance de vie de malades hétérozygotes dépasse raretaent
cinquieme décade [19Le régime associé au traitement médicamenteux peut eeduir
le taux plasmatique duaholestérolLDL et le risquecardicvasculaire des malades
hétérozygotes possédant une quantité suffisante dBLR{20]. Il existe plusieurs

agents pharmaatiques permettant de rédulestaux ducholestérol plasmatique

- La cholestyramine est une résine chélatrice des sels biliaires. Elle entraine une baisse
du LDL-cholestérol de I'ordre de 208ba longtemps été le traitement de référence des
sujets atteints de la forme familiale. Elle est actuellement moins utilisée et on lui
préfére un traitement patatinequi a montré des effets thérapeutiques importants. Elle
peut étre prescriten monothérapie en seconde intention suite a une intolérance aux
staines ou en association avec d’autres hypolipidémiants [15].

- Le colesevelam est une résine récemment développée dont I'efficacité est voisine de
celle de lacolestyramine, mais dont la tolérance est nettement meilleure [21].

- Les dérivés des fibratest 1’acide nicotinique sont a exclure dans la forme
homozygote de I'hypercholestérolémie familiale lear efficacité sur la baisse du

LDL -cholestérol ainsi que sur I’incidence des événements cardiovasculaire est réduite

[15].

- L'acide nicotiniqueNiaspan entraine une diminution de 20% du LBholestérol et

en paralléle une augmentation de 20% du cholestéiddl-[22]. L'utilisation de ce
produit est actuellement limitée par une tolérance médiocre (flushs fréquents, méme si
les flushs ont tendance a se réduire avec une utilisation projongée

- Les statines sont clairement le traitement de référence des formes familial€e[23].
sont des inhibiteurs compétitifs de la 3-hydroxy-3-méthylglutarylHMG)-CoA
réductase, I’enzyme clé de la voie de synthése endogéne du cholestérol par les
hépatocyte$23]. L’inhibition de cette enzyme méne a une baisse de la concentration
intracellulaire de cholestér, ce qui a pour effet une surexpression du R-LDL, qui
vient alors combler le déficit intracellulaire en cholestérol par du cholestérol

plasmatique. La diminution de la synthese endogéne du cholestérol diminue aussi la
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production hépatique de particules de VLDL limitant ainsi la cascade VLDL/LDL dés
son origine. Cela entraine une baisse du cholestérolgli3imatique de I’ordre de 25

a 55% et une baisse significative des triglycérides [24-26]. La baisse du cholestérol
amene une stabilisation et une régression des plaques d’athérosclérose. Les statines ont

aussi des effets pléiotropes indépendants de la baisse de la cholestérdésnatfets
antrinflammatoires, des effets anti-thrombotiques et une diminution de la prolifération
des cellules musculaires lisses dans les artéres [27]. Les statines sont généralement
bien tolérées par les patients. Des effets indésirables sont présents dans moins de 1%
des cas : constipation, diarrhée, dyspepsie, flatulences, nausées, céphalées, myalgies et
asthénieq28]. Toutes les statines peuvent étre utilisées, mais les niveaux élevés de
LDL-cholestérol font que les deux statines les plus puissantes sont plus souvent
privilégiées(atorvastatine absuvastatine) [29].

- L’ezetimibe (Ezetro) est un médicament visant 1’inhibition de 1’absorption
intestinale du cholestérol alimentaire leiliaire [30]. La baissede 1’absorption
intestinale du cholestérol eshviron 50% et elle est accompagnée par une hausse
compensatoire de la syte du cholestérol. Ainsi, 1’ezetimibe provoque une baisse

d’environ 20% du cholestérol-LDL plasmatique [31Puisque I’ezetimibe reste au

niveau de I’intestin sans passer en circulation, il peut étre combiné a une statine sans
occasionner de risque d’interaction médicamenteuse [32-34]. Cependant, son effet sur

la réduction du risque de survenue de maladies cardiovasculaires reste discuté, les
seules études retrouvant cette diminution ayant été faites en association avec une
statine [35, 36]. Les effets secondaires observés chez les patients prenant de
I’ezetimibe sont la fatigue, les céphalées, les douleurs abdominales, la constipation, la
diarrhée et les myalgies.

- Le mipomersen est un oligonucléotide antisens dirigé contre le RNA de
I'apolipoprotéine B en développement. Il inhibe la synthéséapeipoprotéineB, et

entraineune baisse du LDL-cholestérol de plus de 20% [37, 38].
Chez les malades homozygotes, la LDL-aphérese bimensuelle est le seul traitement

possible. Elle constitue un traitement de choix pour les patients hétérozygotes chez qui

les traitements pharroalogiques n’ont que peu d’effets. Ce traitement consiste en une
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précipitation extracorporelle des particules LDL a I’aide d’héparine et en une filtration

du précipitat obtenu. Cette technique permet une réduction du cholestérol-LDL de
Iordre 60% [39], mais reste trés contraignante [40]. En pratique, le traitement
conventionnel associant régime, statine, ezetimibe et-&jfherese normalise le
cholestérol chez environ la moitié des patientoption pour les autres est
d'augmenter la fréequence des aphéréses a une séance par semaine. Toutefois cette
augmentation génere un inconfort, un absentéisme scolaire ou au travail qui

deviennent difficilement compatibles avec une vie normale [41].

Aujourd’hui, la transplantation hépatique orthotopique est le seul traitement qui

permet de traiter les patients homozygotes, mais elle est limitée par la pénurie de
greffons hépatiques et la nécessité d’une immunosuppression a vie. Pour faire face a

cette pénurie d’organes, des protocoles de thérapie cellulaire ou génigue ont été
développes pour le traitemente 1’hypercholestérolémie familiale, offrant une
perspective qui permettrait de remplacer uniquement les cellules responsables du
déficit ereymatique et de laisser intact le foie. La transplantation d’hépatocytes, soit

par autogreffe de cellules génétiguement modifiées soit par allogreffe, aurait
I’avantage d’étre une procédure mieux tolérée que la transplantation hépatique
orthotopique et de laisser en place le foie du receveur. Néanmoins, ces approches

restent dans un contexte expérimental a ce[#R]r

1.1.4 Lemodéles animaux de I’hypercholestérolémie familiale
Le modele animal de I’hypercholestérolémie familiale le plus couramment utilisé est la
souris rldl-/- [43]. Ce sont des souris C57BI/6 déficientes pour le gene du r-Idl qui, a la
difféerence des patients atteints de la forme homozygote de la maladie, développent une
hypercholestérolémie sktnent lorsqu’elles sont soumises a un régime tres riche en
lipides pendant une longue durée. Ces dernieres années, les sourisomidiété
utilisées dans des études in vide transduction d’hépatocytes par des vecteurs

adénoviraux ehdéno-associés [43-50].
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Le seul vrai modele animal de la maladie humaine est le lapin Watérigloee 3),
dont le gene Hl est muté [51, 52]Ce modéle a permis d’évaluer un grand nombre
d’approches thérapeutiques comme la thérapie génique ex vi¥d’aide des vecteurs
rétroviraux[53, 54], la thérapie génique in vivol'aide de vecteurs adénoviraux [55-
57], la thérapie génique in vivd I’aide de vecteurs lentiviraux [58] ou encore la
transplantation d’hépatocytes allogéniques aprés ligature portale partielle [59, 60] ou

suite a des l1ésions d’ischémie-réperfusion [61].

Watanabe Heritable
Hyperlipidemic
(WHHL) rabbit

Professor Watanabe, Y. 4

Institute for
Experimental Animal§

Kobe Universit
School of Medici

(Photographed in 19

Figure 3. Professeur Yoshio Watanabe (192808) avec le modéle animal de
I’hypercholestérolémie  familiale portant son nom (dans http://www.med.kobe-

u.ac.jp/iea/wol-1.html).
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1.2 Autres maladies métaboliques héréditaires du foie

1.2.1. Maladies métaboliques sans accumulation hépatique de métabolites
1.2.1.1 Maladie de Crigler-Najjar

La maladie de Crigler-Najjar est une maladie autosomique récessivaates
(incidence de 10° naissances environ) liée & un déficit phende 1’activité hépatique

dela bilirubine uridinediphosphate glucurosyltransférase [62]. Elle se manifeste des

les premiéres heures de la vie par un ictere intense a bilirubine non conjuguée avec un
risque précoce d’encéphalopathie grave [63]. L’examen clinique est normal mais les
examens biologiques montrent une hyperbilirubinémie non conjuguée intense [64]. On
distingue deux types de la maladie de Crigler-Najjar selon la réponse de
I’hyperbilirubinémie non conjuguée au traitement inducteur par le phénobarbital [64,

65] : le type |, autosomique récessif, le plus sévere, ne répond pas au traitement, les
enfants atteints doivent rester sous photothérapie 10 a 12 heures par jour jusqu’a une
éventuelle transplantation hépatgseul traitement curatif actuel de la maladie [66].
Dans le type II, autosomiquécessif oudominant, le phénobarbital permet une baisse

de ’hyperbilirubinémie de 60% a 70%. Le diagnostic définitif repose sur la mise en
évidence duéficit enzymatiqueu niveau hépatique (biopsie aprés 1’age de 3 mois) et
concerne un groupe de protéines qui conjuguent la bilirufe@g 1l y a une
importante hétérogénéité génétique de la malgBer3] L’absence d’activité de la
bilirubine uridinediphosphate glucuronosyltransférase ne permet pas de conjuguer la
bilirubine en bilirubine monoglucuronide ou bilirubine diglucuronide [74]. Les
hépatocytes se surchargent donc en bilirubine et I’excrétent dans le sang. Des taux de
bilirubine 10 a 12 fois supérieur a la normale sont observes dans le sérum des patients

de type | et 3 & 4 fois pourd patients dgpe Il [64].

Il existe un modéle animal de la maladie de Crigler-Najjar de type |, @uan[75,
76]. Des essais de thérapie génique ex @i vivo ont eu lieu en utilisant des
adénovirug77-81], desrétrovirus[82-86], des lentivirus [87-91], des vecteurs inertes

[92] ou encore des chiméres ADN/ARN [93]. Quelques essais de thérapie cellulaire,

27



INTRODUCTION Chapitre | : Hypercholestérolémie familiale et autres MMHH

basés sur la transplantation d’hépatocytes, ainsi que plus récemment, des essais sur la
transplantation d’hépatocytes feetaux, ont été menés [94-97]. Enfin, des vecteurs
lentiviraux codant la protéine manquairigectés via la veine porte des rats Gunn ont
permis réecemment la normalisation du taux de bilirubine a long terme chez ce modele
animal [91, 98].

1.2.1.2 Déficit en Ornithine Carbamyltransférase

Le déficit en ornithine carbamyltranséése (OTC) est un déficit enzymatique trés
fréquent transmis sur le mode récessif ou dominant lié au chromosome X avec une
incidence d’une personne sur 30 QO s’agit d’une maladie due & une anomalie du

cycle de I'urée. Ce cycle a principalement lieu dans le foie et son rble est de
transformer les dérivés azotés issus du métabolisme des protéines et des acides aminés
en composes excrétables [99]. Cette maladie est due a une mutation dans le gene
codant pour ’OTC, une enzyme mitochondriale du cycle de 1'urée qui transforme
I’ornithine et le carbamoylphosphate en citrulline [100]. Cette pathologie se manifeste

des la naissance pour le sexe masculin et pendant I’enfance pour le sexe féminin. Chez

les filles, la gravité de la maladie dépend de I’inactivation du chromosome X muté.

Chez les filles hétérozygotes, le déficit peut étre asymptomatique ou conduire a une
maladie de gravité variable allant du simple dégolt pour les protéines aux
vomissements chroniques, retard de croissance, hypotonie, retard psychomoteur, acces
de comas hyperammoniémiques ou anomalies psychiatriques [101]. Le déficit
enzymatique complet s’exprime toujours chez les gargons hémizygotes par un coma
hyperammoniémique néonatal trés grave et souvent ImMd@@]. L’accumulation
d’ammoniaque, une neurotoxine affectant le systéme nerveux central provoque des
troubles de la conscience et une hépatomédalbR]. Le diagnostic repose sur
I’hyperammoniémie et sur la chromatographie des acides aminés montrant une
hypocitrullinémie majeure associée a I’élévation de I’alanine, lysine et glutamine

[103]. 1I existe le plus souvent une excrétion élevée d’acide orotique au moment de

I’acces au coma. La confirmation du diagnostic nécessite le dosage enzymatique sur

biopsie hépatique ou intestinale. Les objectifs thérapeutiques sorind®ler les

symptomes et prévenir la neurotoxicité grace a la transformation de 1’azote en
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composés excrétables [104]. Il est important de détecter la maladie par un diagnostic
anténatal car le traitement de cette maladie est indispensable dés la naissance, et doit
se poursuivre a vie [105]. Certaines formes sévéres ont été traités avec succes par la
transplantation hépatiqugl06, 107] ou par transplantation initial d’hépatocytes

combinée a une transplantation hépatique 6 mois apres [108].

La thérapie génique a aussi été développée pour le traitement du déficit en OTC. Un
modele animal de la maladie, les souris spf/ash déficientes pour le gene de ’OTC, a

permis de développer une approche de thérapie génique ia Vizale de vecteurs
rétroviraux[109, 110] adénovirauq111-114], adéno-associés [115-118], mais aussi
une approche de thérapie cellulaire basée sur la transplantation d’hépatocytes
allogéniqueq119]. Malheureusementge décés d’un jeune homme pendant un essai
clinigue de térapie génique pour le traitement du déficit en OTC suite a une injection
adénoviralevia I’artére hépatique droite a freiné considérablement le développement

de cette approche chez I’Homme [120, 121].

1.2.2 Maladies métaboliquesde « surcharge »
1.2.2.1 Déficit em,-antitrypsine

Le déficit enas-antitrypsine(A1AT), décrit pour la premiere fois en 1963, constitue
I’'une des maladies héréditaires récessives les plus fréquentes parmi les individus
d’origine caucasienne [122, 123]. La fréquence de lI'anomalie génétique est de 1/2000-
5000 individus [124]. k a,-antitrypsine est une glycoprotéine sérique synthétisée et
secrétéen majorité par les hépatocytes [125, 138jngene codant est localisé sur le
chromosome 14 [127]. Ce géne est polymorphe et ses alléles ont été classés en
normaux (M), déficients (Z, S) et nuls [128]. Les personnes de phénotype nul-nul, Z-
nul ou ZZ risquent de développer la maladie [129]. La principale fonction de cette
protéine est d’inhiber 1’¢lastase libérée par les polynucléaires neutrophiles,
particulicrement lors d’épisodes inflammatoires ou infectieux. Chez le sujet sain, le

poumon est protégé de 1’action de I’élastase des polynucléaires neutrophiles par la
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présence en quantité importante d’A1AT dont la concentration sérique est comprise
entre 0,9 et 2 g/l. Chez les sujets présentant un défiéilAl (concentration sérique

< 0,8 g/l), le déséquilibre entre les concenmdeatlocales d’¢élastase et d’ALAT aboutit

a la dégradation de la structure pulmonaire et au développement d’un emphyséme

méme chez les non-fumeurs [130, 131]est donc comme une cause d'emphyseme
pulmonaire précoce chez l'adulte, que cette maladieinitééement décritg132]. La
concentration plasmatique de I’A1AT est déterminée par les 2 alleles du gene codant
pour la protéine. Les variantes de déficits ADAT peuvent étre classées en 3
catégories : i) normaux : catérisés par des concentrations sériques d’A1AT
normales (0.9 a 2 g/l)ii) déficitaires : concentrations d’ a,-antitrypsine < 0.8 g/l ; iii)

nul : pas d’A1AT détectée dans le sang. L'atteinte hépatique est avant tout observée
chez les sujets homozygotes et a été mise en évidence chez I'enfant [133]. Au niveau
moléculaire, ce phénotype correspond a une mutation ponctuelle substituant une lysine
a une glutamine en position 342 [134, 13d5i)s le géne codant pour I’ALAT. Cette
substitution entraine une modification du repliement de la protéine et de skagstoc
dans le réticulum engtasmique. L’accumulation de I’A1AT dans le réticulum
endoplasmique provoquerait la formation d’agrégats. Les agrégats seraient ensuite

détruits par la machinerie autophagique provoquant ainsi des lésions du réticulum

endoplasmige [136].

L'atteinte hépatique est caractérisée par une cholestase ou des anomalies du bilan
hépatique en période néonatale [123], présentes dans 43% des individus ZZ [137]. Un
déficit enay-antitrypsinepeut également se traduire chez I’enfant et 1’adulte par une

cirrhose ou unensuffisance hépatique [138]. L'évolution vers la cirrhose qui peut
nécessiter une transplantation hépatique est peu fréqguemigo( 3%. Mais la
cirrhose toache environ 13% des patients ayant un bilan hépatique perturbé [139-145]
La prédisposition au cancer liée au déficit en lui méme reste controversée. Certaines
¢tudes ont estimé le risque de cancer du foie a 20% alors que d’autres ne décrivent

aucun hépatocarcinome chez une quarantaine de malades homofotEs0].

Pour rendre la fonction pulmonaire optimale, des médicamentsaathetaergiques et

anticholinergiques a courte durée d’action sont administré$129]. Les inhalateurs-
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doseirs constituent la forme d’administration la plus privilégiée. Les corticoides par
voie orale sont réservasx crises aigués accompagnées de toux et d’expectorations et
sontlimités a des traitements de courte durée d’une a deux semaines. Pour toutes les
crises avec expectorations purulentes, une antibiothédajpigauration précoce est

recommandée. Un traitemeangressif des infections peut aider a diminuer la formation

de toute atteinte pulmonaire supplémentaire due a un afflux de granulocytes

neutrophiles au sein des alvéoles.

Un modele de souris transgénique pour la protéine A1AT humaine a montré que les

animaux atteints ne développaient pas de cirrhose mais pouvaient présenter un

carcinome hépatocellulair€HC) [151, 152]. Ce modeé n’a été que peu utilisé dans

une optique de correction métabolique. Il a servi a mettre au point des protocoles de

thérapie cellulairet génique [153-157].

1.2.2.2 Maladie de Wilson

La maladie de Wilson, ou dégénérescence hépatolenticulaire progressive, est une

affection génétique, autosomique récessive, caractérisée par une accumulation toxique

de cuivre dans I’organisme, essentiellement dans le foie et le systéme nerveux central

[158]. Cette maladie a été décrite pour la premiére fois par le Dr Samuel Alexander

Kinnier Wilson en 1917159]. Depuis, plusieurétudesont été effectuées révélant les

anomalies génétiques et les défauts biochimiques associés a cette maladie [160-163]

C’est une maladie rargavec une incidence d’environ 1 individu sur 3000 en France.
Elle est due a des mutations du géne de I’ATPase de type P (chromosome 13)
permettant ’Elimination du cuivre dans la bile [164]. Ce déficit entraine une

diminution de DI’excrétion biliaire de cuivre, une diminution de la synthése de la

cérukoplasmine, une protéine qui permet le transport du cuivre dans le sang circulant,

ainsi qu’une surcharge hépatocytaire en cuivre [165-167]. Les manifestations
hépatiques peuvent étre précoces (dés 1I’age de 5 ans) et débutent par une
hépatomégalie ou @rtlévation des transaminases. Si le traitement adéquat n’est pas

entrepris, I’atteinte hépatique peut évoluer selon quatre modalités : une hépatite aigue,
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une hépatite fulminante, une hépatite chronique active ou encore une cirrhose [168].
La cirrhose survient plus tardivement. Elle est pratiguement constante chez les sujets
ayant des manifestations neurologiques. Les trois principaux tableaux neurologiques,
souvent associés entre eux, sont un syndrome dystonique généralisé ou focal avec
parfois des mouvements choréiques, un tremblement intentionnel et d’attitude parfois

associé a une atiéxet un syndrome parkinsonien [169]. Chez les patients adultes, des
symptémes neuropsychiatriques, comme des syndromes dépressifs, affection bipolaire
et dysthymie peuvent apparaitre par dép6t du métal dans le systeme nerveux central
[170]. Des troubles hématologiques (anémie hémolytique), des manifestations rénales
(lithiases,tubulopathies), osteoarticulaires (ostéomalacie, ostéoporose, arthropathies),
cardiaques (arythmies et cardiomyopathies), endocriniennes (troubles de Ila
glycorégulation, dysménorrhées) la présence de ’anneau péricornean de Kayser-
Fleischer au niveau oculaire peuvent faire partie de la symptomatologie de la maladie
[169, 171-175].

Le traitement doit étre initié le plus rapidement possible. Les apports en cuivre doivent
étre restreints en privilégiant des aliments pauvres en cuivre [171]. Mais le régime en
lui méme n’estpas suffisant. Le traitement médicamenteux de référence depuis 2005
est essentiellement D-pénicillamine (Trolovol) qui se combine avec le cuivre
jonique et permet $oD excrétion urinaire [176]. Le triéthylendéramine
dihydrochloride (Trientinga aussi des propriétés chélatrices du cuivre, en augmentant
son excrétion urinaire et en diminuant son absorption intestinal [177]. En cas
d’hépatite fulminante ou cirrhose décompensée, la transplantation reste le seul
traitement [178-180]. La survie post-transplantation est tres bonne, avec un taux de
survie d’environ 80% a 5 ans et aucune récidive de la maladie n’a été observée chez

ces patients apres transplantation. Les cas de CHC ou cholangiocarcinome dans la
maladie de Wilson sont rares par rapport aux cas de cirrhose. Une dizaine de cas ont
eté publiég4181-183]. Ces tumeurs sont survenues apres un retour a la normale du taux
de cuivre suite a un traitement des patients par des agents chélateurs d’ions [183]. Le

cuivre semble donc avoir un role protecteur qui a par ailleurs été mis en évidence au

cours de la carcinogenéese chimique chez IELB]. Les patients sont donc confrontés
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a deux problemes : la maladie caractérisée par un surplus de cuivre dans le foie
provoque a long terme une hépatite fulminante mais son traitement semble entrainer le

développement de CHC.

Trois modeles de la maladie sont disponibles chez le rat. lls présentent des mutations
ou des délétions du gene responsable de la maladie [185-187]. Les symptdomes induits
concernent tous une homéostasie anormale du cuivre hépsdigsi@tteindre le stade

de cirrhose ou de nsdégénérescence comme chez ’Homme. Chez le rat Long
Evans Cinnamon, des approches de transplantati@patocytes syngéniques ont été

développées en vue de corrections métaboliques [188-190].

1.2.2.3 Hémochromatose primitive

L'hémochromatose idiopathique est une affection génétique (transmission autosomale
récessivk due a une anomalie congénitale etédé@aire du métabolisme du fer qui
provoque une surcharge en fer des différents orgdee®i¢ en particulier) avec
réaction scléreusgl91]. Le géne responsable de la maladie est situé sur le bras court
du chromosome 6 au voisinage du locus A du systéme HLA. La mutation la plus
fréquente correspond a la substitution d'une cystéine par une tyrosine (C282Y) [192].
Cette molécule atypique semble former un hétérodimere avg2-taicroglobuline

[193, 194] qui présente une haute affinité pour le récepteur de la transferrine [195,
196]. Ce complexe diminue 1’affinité du récepteur pour la transferrine qui transporte le

fer dans le sang [197] et abouti a une accumulation de fer dans les hépatocytes ainsi
que dans d’autres cellules. Il existe cliniguement une atteinte hépatique, cutanée
(pigmentation), pancréatique (diabete insulinodépendant), cardiaque ou endocrinienne,

et plus rarement articulaire (arthropathig91].

Chez des patients suivis pendant une dizaine d’années, la fréquence d’apparition de
CHC a été estimée a 10% [198k délai entre le diagnostic d’hémochromatose et
celui de la tumeur variait de 5 a 14 ans [199]. Le r6le de la surcharge en fer est

controverse puisque les cancers du foie sont except®anetours des surcharges en
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fer secondaires aux hémolyses chroniquesnme la thalassémie ou la sphérocytose
[200]. Cependant, le rble direct du fer est suggéré par l'observation de tumeurs en
I'absence de cirrhose et par la mise en évidence d'une surcharge en fer plus importante
chez les patients présentant un CHC [201-203]. Il existe plusieurs mdthiesaux

de rhémochromatose primitive qui nous ont permis de mieux comprendre cette
maladie et développer des protocoles expérimentales pour son éventuel traitement
[204, 205].

Plus le diagnostic sera précoce, plus le traitement sera efficace [206]. Une alimentation
équilibrée, sans réduire les apports en fer mais sans supplémentation ererfer et
évitant 1’alcool qui peut aggraver les lésions du foie, permet de limiter les
complications [207]. La saignée est actuellement le seul moyen efficace qui permet
aux patients d’éviter les complications de 1’hémochromatose [191]. Elle consiste a

faire un prélevement de sang de 40I0chez la femme et de 500ml chez I’homme. La

saignée est pratiquée chaque semaine jusqu’a la normalisation du taux de ferritine et

de fer : c’est le traitement d’attaque. La fréquence des ponctions est ensuite espacée a
chaque mois, voire trimestrielle puis maintenue a vie. Dans certains cas, on utilise un
traitement par chélateur du fer, administré par voie intraveineDsetravaux
concerant I’hepcidine, un peptide jouant sur la régulation négative débsorption du

fer, ouvrent des possibilités podiévelopper des traitements a base d’agents efficaces

sur le maintien de I’homéostasie de 1I’absorption de fer [208-211].

1.2.2.4 Tyrosinémie de type |

La tyrosinémie de type 1 est umaladie génétique kéa un déficit enzymatique de la
cascade ducatabolisme de la tyrosineC’est une maladie métabolique rare de
transmission autosomique récessive. Son incidence est de 1/100.000 personnes. Elle
estcaractérisée par une atteinte rénale et hépatique et doit son nom a I'accumulation
dans le foie de la tyrosine et de ses deérives [212]. Le déficit enzymatique de la
fumarylacétoacétate hydrolase (FAH) entraine une accumulation de composés

toxiques résultandu métabolisme de la tyrosine comme la succinylacétone. On en
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distingue une forme aigué a début précoce entre 15 jours et 3 mois apres la naissance
ou linsuffisance hépatocellulaire avec ictéxgléme, ascite, hémorragie, domine le
tableau et aboutit ppjdement au déceés en l'absence de traitement et méme parfois
malgré lui. Dans la forme chronique, le début est phudif, 1’évolution plus
indolente La cirrhose nodulaire, la tubulopathie, le rachitisme vitamino-résistant, le
défaut de croissance, I'hypoglycémie et I'hnypokaliémie sont les signes principaux. Le
déceés survient généralement avant I'age de 5 ans, souvent a I'occasion d'une infection
ou de la constitution d'un hépatome. Le diagnostic de cette maladie métabolique rare
repose sur le dosage de l'activité de FAH dans les fibroblastes et sur la présence de
succinylacétone dans les urines. Ces deux examens permettent un diagnostic anténatal.
La survenue d'un CHest possible dans I’évolution. Un CHC a été découvert chez 35

a 71% des enfants atteints de cette maladie et ayant bénéficié d'une transplantation
hépatique [213, 214]. Le seul traitement actuel est le NT@&2nitro-4-
trifluorométhylbenzoyl)-1,3-cyclohexanédionegssocié a un régime pauvre en
phénylalanine et tyrosine. Le NTBC est un inhibiteur du catabolisme de la tyrosine en
amont de la FAH, qui permet de retarder I’indication d’une transplantation [215-217].

Dans un modéle murin de la maladie le traitementlpa¥TBC n’a pas prévenu
I'apparition d'un CHC [218]. La transplantation hépatique reste le seul traitement
lorsqu'une tumeur hépatique est déja présente au moment du diagnostic, dans les cas
compiiqués d’hépatite fulminante ou dans les cas d’hépatopathie chronique répondant

pas au traitement par NTBC [219].

Pour mieux comprendre les mécanismes de cette maladie et mettre au point des
stratégies thérapeutiques, deux modéles animaux ont pu édlem®s [220-222]. Le
premier a consisté a introduire 'ADNc de la FAH chez une souris mutante porteuse
d'une délétion de 4 Mb sur le chromosome 7 (souris albinos létale). Le caractere létal
de la mutation étant di au déficit en FAH, l'introduction du transgene permet la survie
des souris [223, 224]. Une des lignées obtenues avait un niveau d'expression de la
FAH d’environ 4%, comparable a celui des malades tyrosinémiques et peut de ce fait
constituer un bon modéle. Le second modele a été obtenu par l'invalidation du gene de
la FAH. Cette invalidation a I'état homozygote est |étale mais le traitement par le

NTBC a permis d'obtenir des souris homozygotes viables. Environ 50% de ces souris
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développent unCHC. Ce modéle devrait permettre d’étudier 1’apparition et les
mécanismes de la carcinogenese [223]. déja permis d’établir des protocoles de
thérapie géniquex vivo et in vivo [62, 212, 225-228] et a été le premier modele a
permettre 1’étude du repeuplement hépatique aprés transplantation d’hépatocytes

syngéniques et I’étude de la transdifférenciation de cellules hématopoiétigaas].

CONCLUSIONS

Les maladies métaboliques héréditaires hépatiques sont donc réparties en maladies
génétiques entrainant ou non une accumulation de métabolites anormaux dans le foie.
Dans le premier cas;ukilisation en clinique de la transplantation d’hépatocytesne
paraitpas intéressante en raison d’un risqued’atteintede novo du foie repeuplé. En
revanche,dans le deuxiéeme cas, les MMHH liées a un trouble de la fonction
hépatocytaire sans accumulation, la tpdmgation d’hépatocytes isolés
(génétiquement modifies ou nonprésente un Vvéritable intérét clinique.

L hypercholestérolémie familiale, la maladie de Crigler-Najjar et le déficiD&Q

sont donc les cibles potentielles de ce traitementeimplacement d’un pourcentage
restreint dhépatocytes déficients par les hépatocytes normaux pourrait rétablir
durablement la fonction métabolique. Plusieurs études expérimentales et quelques
ess#& cliniques ont été réalisés pour le traitement de ces maladies et seront détaillés

dansles chapitres suivants.
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CHAPITRE I

APPROCHES THERAPEUTIQUES DES

MALADIES METABOLIQUES

HEREDITAIRES DU FOIE
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2.1 La transplantation hépatique

Le foie est le seul organe ayant une capacité de régénération. Il est possible
aujourd’hui de réaliser une transplantation hépatique a partir d'un greffon partiel

prélevé chez un donneur vivant, appartenant a la famille proche du receveur.
Cependant, le plus fréguemment, le greffon provient d'un donneur déclaré en état de
mort encéphalique. La transplantation hépatique orthotopigas largement
développée durant ces dernieres années et des progres ont été réalisés dans la
technique de transplantation, la corasaince et la prise en charge de la récidive de la
maladie initiale sur le greffon, les traitements immunosuppresseurs et antiviraux et la

meilleure maitrise de lI'immunosuppression.

Depuis la premiere transplantation hépatique orthotopique réalisée en 1963 par
I’équipe de Thomas Starzl (Figure 4) a Denver, Coloradehez un enfant de 3 ans
souffrant d'une insuffisance hépatique terminale suite a une atrésie biliaire [230], cette
technique s’est largement diffusée et aujourd’hui plus de 7000 transplantations
hépatiques sont réalisées annuellement dans le monde.

—..T‘O...‘..T-. : |

‘x' <0 Yoy ]

Figure 4. Professeur Thomas E. Starzl avant la premiere transplantation hépatique chez

I’Homme en 1963 (dans http://www.transplantations.com/Historique/historique.htm).
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En France,ysqu’au 31 décembre 2010, I’activité cumulée de greffe hépatique était de

18 591, dont 423 greffes réalisées a partir de donneurs vivants apparentés depuis 1998.
En méme temps, le nombre estimé de malades porteurs d’un greffon fonctionnel au 31
décembre 2010 était de 9 844 [231]. Mille quatre vingt-douze greffes hépatiques ont
été réalisées en France en 2010 contre 1047 en 2009, 1011 en 2008, 1061 en 2007,
1037 en 2006 et 1024 en 20@4gure 5). Le nombre de patients nouvellement inscrits

en attente d’une greffe de foie en 2010 a augmenté (1579 inscriptions contre 1466

2009, 1372n2008et1346en2007) (Tableau 1)

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Liste d'attente
Malades restant en attente au 1er janvier de chague année 474 486 540 574 GEY 306 932
MNouveaux inscrits dans I'année 1219 1300 1346 1372 1466 1579
Décédés dans l'année 63 123 116 107 136 169

% de déces parmiles inscrits* 3,7% 6,9% 6,2% 55% 6,4% T1%
Sortis de la liste d'attente 120 86 135 159 146 192

dont sortis de Ia liste dhattente pour aggravation 49 31 a1 85 &1 112
Greffes 1024 1037 1061 1011 1047 1092

dont greffes avec donneur vivant apparentés 49 36 18 10 12 17

dlont greffes avec donhheur decéds aprés arét cardiaque 3
Greffes (pmh) 16,6 16,7 16,8 154 16,4 16,9
* receveurs n attente au ler janvier de 'année en cours + Nouveaux inscrits
pmh : par million d'habitant

Tableau 1. Evolution de la liste d’attente et devenir des candidats en greffe hépatique
(d’apres le site de I’Agence de Biomédecine 2012 [231]).
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Figure 5. Evolution du nombre de greffes hépatiques en France apres 1986.
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La progression du taux de nouveaux inscrits par million habitants enregistrés a atteint
un niveau record de 7,7% en un an et de 29,5% en 5 ans alors que la hausse de ce taux
n’atteignait pas les 2% en 2007 et 2008. La tendance évolutive s’exprime a la fois au

travers : (1) du nombre de patients en attente de greffe en début d’année (806 début

2010, auquel s’ajoute (2) le nombre de nouveaux inscrits au cours de I’année (1579 en

2010) pour former (3) un total de candidats (288 I’année 2010) (Tableau 1). On

observe depuis plusieurs années une augmentation des nouvelles inscriptions en liste

nationale d’attente (Figure 6).

1600
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400 -

Nouveaux inscrits
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Figure 6. Nombre des nouvelles inscriptions en liste matiod’attente en France entre 2005
et 2010.

Au 1% janvier 2010806 patients restaient en attente d’une greffe de foie (Tableau 1)

A ces patients en attente se sont donc ajoutées au cours de l'année 2010, les 1579
nouvelles inscriptions. Au total, on dénombrait ainsi 2385 candidatures a la greffe
hépatique pour 2D [231].

Parmi les 1092 greffes hépatiques réalisées en 2010, on en dénombréojxiiesB

des enfants de moins de 16 ans, dont 9 seulement a partir de donneurs vivants
apparentés. L’indication de la transplantation était une maladie métabolique chez 26
malades (2,4%) inscrits en 2010 contre 42 malades (4,1%) en 2005 [231].
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Estimée sur I’ensemble de la cohorte des malades inscrits entre 2007 et 2010 a
I'exclusion des malades inscrits en super urgence et des greffes issues de donneurs
vivants apparentés, la durée médiane de séjour en liste d'attente avant greffe hépatique
a augmenté significativement par rapport a la période 2003-2006 (4,7 mois contre 3,6
mois) (Figure 7). Plus de 100 malades décédent chaque année en attente ddcgreffe.
2010, 281 mhkades sont sortis de la liste d’attente : 169 a cause d’un décés et 112 a

cause d’uneaggravation de la maladf&ableau 2)

90%
80%
70%
60%
50%
40% -

30%

Taux de malades en attente (%)

20%

10%

0%

0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36
Temps (mois)
1995-1998 1999-2002 2003-2006 2007-2010
Période d'inscription N Médiane d'attente (mois) Intervalle de confiance a 95%
1995 - 1998 2869 24 [23-26]
1999 - 2002 3606 38 [3,5-4,0]
2003 - 2006 4227 36 [34-38]
2007 -2010 5210 47 [45-50]

Figure 7. Durée d’attente avant greffe hépatique selon la période d’inscription (d 'apreés le site
de [’Agence de Biomédecine 2012 [231]).
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| 2005] 2006 2007] 2008] 2000 2010
Evolution sur le nombre de décés uniquement
Nombre total de déces 63 123 116 107 136 169
Pourcentage de décés parmiles inscrits® 3.7% 6,9% 6,2% 5,5% 6,4% 71%
Décés parmi les nouveaux inscrits 38 95 82 a0 97 121
Pourcentage de décés parmi les nouveaux inscrits 31% 7,3% 6,1% 6,6% 6,6% 7.7%
Taux d'incidence (hombre de déces pour 1 000 patients x année) 1358 2282 2138 1718 1842 1840
Evolution sur le nombre de décés et les sorties de liste pour aggravation
Nombre total de décés ou aggravation 112 154 167 192 217 281
Pourcentage de décés ou aggravation parmi les inscrits® 6,6% 8,6% 8,9% 9.9% 10,2% 11,8%
Décés ou aggravation parmi les nouveaux inscrits 63 112 109 133 135 168
Pourcentage de décés ou aggravation parmi les nouveaux inscrits 52% 8,6% 8,1% 9,7% 9,2% 10,6%
Taux d'incidence (DC + AG) 2414 2857 3077 308,2 2839 3225
*receveurs en attente au ler janvier de I'année + nouwveaux inscrits

Tableau 2.Nombre des déces et des sorties pour aggravation de la maladie avant greffe sur la
liste d’attente depuis 2005 chez les malades en attente d’une greffe hépatique (d 'apres le site
de [’Agence de Biomédecine 2012 [231]).

Le partage hépatigue permet une augmentation du nombre de greffons disponibles.
Ainsi, le partage entre équipes adultes et pédiatrigues est devenu une pratique
réguliére. Les greffons droits destinés aux adultes donnent des résultats comparables a
ceux des greffons entiers. Le nombre de greffes réalisées a partir de foies partagés en
2010 était de 80, dont 33 chez des enfants, nombre nettement diminué par rapport a
2007 et 2008. Enfinle nombre de greffons issus de donneurs vivants est en baisse
depuis 2005, avec seulement 17 transplantations hépatiques par donneurs vivants
effectuées en 2010, dont 9 chez des enfants de moins de (ligure 8). Ceci est
probablement due aux risque chirurgical minime mais non nul chez le donneur (0,5%

de mortalité et prés de 10% de morbidité).

= 60
o
g 50 1
= 8
&8 40 -
= 5
$ 2 30 @ Receveurs enfants
s > @ Receveurs adultes
5 =

= g
g s 20 . ;
-
Q 0 (L 3 d
z T T T T T

2005 2006 2007 2008 2009 2010

Année

Figure 8. Nombre des greffes avec donneur vivant en France entre 2005 et 2010.
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Au total, ces données laissent penser que la couverture des besoins est incompléte
malgré le recourgux techniques de partage hépatique et de donneurs vilents.
contexte global de lgreffe hépatique est donc celui d’une pénurie de greffons qui

s’est accentuée, avec des besoins qui sont supérieurs aux possibilités de greffe du fait

de I’augmentation du nombre total de candidats. Les 1 092 greffons disponibles en

2010 n’ont couvert les besoins que de 45,8% des 2 385 candidats a la greffe (contre
60,5% en 2005, 52,0% en 2008 et 49,0% en 2009), soit 2,2 candidats pour un greffon

utilisabledansl’année (contre 1,7 en 2005).

Globalement, la survie du receveur apres une greffe hépatique réalisée entre 1993 et
2009 est de 92,6% a un mois, 83,8% a un an, de 72,3% a cing ans et 62,3% a dix ans
(Figure 9). L’analyse univariée de la survie montre une amélioration significative des

résultats selon les cohortes de malades greffés (p < 0,001)r@vascwie a 1 mois et

a un an significativement meilleure pour la cohorte 2005-2009 par rapport a celle de
1995-1999 (Figure 10). Elle montre aussi une différence significative dans les
résultats selon 1’indication, I’age du receveur et le degré d'urgence (p < 0,001). La

survie apreés retransplantation est significativement meilleure s’il s’agit d’une

retransplantation tardive (plus de 3 mois apres la greffe initiale).

A la pénurie de greffons et la mortalité liee a la transplantatigoutent les effets
secondaires et les complications de I'exposition prolongée au traitement
Immunosuppresseur ainsi que risque d’insuffisance rénale ou d’hypertension
artérielle[232]. S ajoutent aussi le risque de tumeurs de novo, initialement sous-estimé

et particulierement élevé apres transplantation pour cirrhose alcoRRie234].

De plus, la transplantation hépatique n’est pas accessible dans de nombreux pays pour

des raisons économiques ou culturelles [235]. En effet, le colt de la transplantation
hépatique reste trés éleve dépassant I@800FE par malade [236]. Cette thérapie reste
donc chére, grevée d’importants effets secondaires et limitée par une pénurie de

greffons.
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Figure 9. Survie globale du receveur aprés greffe hépatique (1993-2009)dd/e site de
[’Agence de Biomédecine 2012 [231]).
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Figure 10. Courbe de survie du receveur hépatique selon la période de greffee{de site
de I’Agence de Biomédecine 2012 [231]).
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2.2 La xénogreffe

La xénogreffe ouxénotransplantation, transplantation d’organes ou des tissus entre
especes différentesst depuis peu a nouveau envisagée pour suppléer la péaurie d
greffons humains, malgré des contraintes immunologiques, physiologiques,
infectieuses et éthiques. Quand un organe animal est transplanté chez un Homme, un
rejet suraigu se développe trés rapidemaatuellement, ce rejet peut étre facilement
maitrisé, mais le retour ou la persistadeeanticorps conduit a 1’apparition d’un rejet
vasculaire de la xénogreffe au bout de plusieurs jours a plusieurs semaines. Ce rejet

constitue actuellement le principal obstacle a une xénotranspbanttitiique [237].

Les deux cas de xénotransplantation hépatajn@ue avec des greffons de babouin
réalisés &Pittsburgh par I'équipe de Thomas St§288, 239] ainsi que celui avec un
greffon de porc réalisé par Makowka et al a Los Angeles [240] ont montré que des
progres indiscutables avaient été accomplis par rapport aux expeériences initiales.
Toutefois, ces cas isolés, soldés au final par des échecs, n’ont pas pu occulter les
obstacles majeurs associés a cette approche. Ces résultats ont montré que le risque de
rejetimmunologique de ces xénogreffes est loin d'étre contrélé. En plus, le risque lié a
la transmission a I’Homme d’agents pathogénes d’origine animale, ou zoonose,
constitue un des obstacles principaux auqueheaste la xénotransplantation [241-
243]. Malgré ces incertitudesne transplantation d’hépatocytes de porc a eu lieu aux

Etats Unis. L’équipe de Fox a transplanté 1,6 x 10° hépatocytes de porc en intra-
splénique chez un malade de 56 ans qui est décéd¢é d’une complication septique (I Fox,

communication orale, Freiburg, novembre 2003).

Aujourd’hui, le porc (Figure 11) pourrait devenir une source importante des tissus ou
des cellules, mais il faudra toujours surpasser les problémes immunologiques associés
a la xénotransplantation [244].a transplantation d’organes provenant de porcs
génétiquement modifiés chez des primates n’est pas limitée par la réponse immunitaire

ou cellulaire mais par d’autres problemes, comme le développement d’une
microangiopathie thrombotique du greffon ou la coagulation intravasculaire

disséminée [245-248]. Pour résoudre ces problemes, des porcs exprimant un ou
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plusieurs genes humains thrombguateurs ou anti-inflammatoires sont en cours de

développement [244]. Leeésultats précliniques de lmansplantation desetiules

porcines, comme les ilots de Langerhans ou les hépatocytes, sont nettement plus

encourageants que la transplantation d’organes, avec une survie supérieure de un an

dans tous les cas [249, 25@n plus, le risque de transfert d’un microorganisme

infectieux au receveur est minime [251].
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Figure 11.Organes et tissus pour lesquels la xénogreffe pourrait étre appliguée comme

thérapie potentielle (dpres Ekser et al, Lancet 2012 [244]).
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2.3 Foie artificiel et bioartificiel

Une assistance hépatique artificielle pourrait étre un moyen de suppléance en cas
d’insuffisance hépatique aigué Cette assistance permettrait d’attendre la régénération
hépatique ou une transplantation hépatique. Il existe deux types de systémes de
suppléance hépatiquei) le foie artificiel, purement mécanique ; ii) le foie bio-
artificiel, un systeme artificietontenat des cellules hépatiques vivantes [25R].

cours des 30 dernieres années, de nombreux essais de foies artificiels ou bioartificiels

ont été meneés.

Les premieres tentatives de foie artificiel sans cellules comme I'hémoditdyse,
plasmaphérese olihémofiltration ont été décevanteflableau 3) Aucun de ces
traitements n'a amélioré la survie des patients ayant une insuffisance hépatique aigué
[253, 254].Aujourd’hui, la suppléance artificielle du foie repose essentiellement sur
des tchniques d’épuration rénale extracorporelle modifiées, utilisées chez les patients

atteints d’insuffisance hépatique pour tenter d’en pallier, au moins en partie, les
conséquence Les systémes artificiels le plus utilisés de dialyse a 1’albumine sont
I’épuration extracorporelle a 1’albumine (Molecular Adsorbent Recycling System
systeme MARS) et la suppléance hépatique par adsorption et dialyse (Fractionated

Plasma Separation diddsorption, FPSA ; systéme Prometheus

Neurologic Improvement

Support System No. of Patients Yes No Unknown Survival
Hemodialysis®® 65 33 17 15 17 (26%)
Hemofiltration® ™ 15 10 5 0 8 (53%)
Exchange transfusion®'2 48 24 16 8 9 (19%)
Plasma exchange'®'® 32 15 17 0 7 (22%)
Resin hemoperfusion'"18 9 5 4 0 0 (0%)
Charcoal perfusion?0-23 278 73 101 104 116 (42%)

Tableau 3 Patients traités pour insuffisance hépatique aigué par des approches de foie
artificiel (d’apres Stockmann et al, Ann Surg 2000 [254]).
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Le systtme d’épuration extreorporelle a I’albumine MARS est un systéme sans
cellules utili@nt une membrane couverte d’albumine et quasi imperméable aux
protéines. Ce systeme utilisé pour la premiére fois en 1999, a été évalué
essentiellement chez des malades ayant une insuffisance hépatgué sur
hépatopathie chronique. Il a permis une baisse significative de la bilirubine et une
amélioration de I’hémodynamique des malades en insuffisance hépatique grave [255]

ainsi qu’une diminution d’encéphalopathie hépatique dans certaines études [256, 257].
Ce dispositif est certes capable d'évacuer les produits de dégradation du sang, il n'est
toutefois pas en mesure de se substituer au foie pour produire les substances vitales
[258].

Le systeme de suppléance hépatique par adsorption et dialyse Prometheus permet
I’élimination des toxines hydrosolubles et des toxines liées a 1’albumine en deux

étapes distinctes [259]. Dans un premier temps, le sang total du patient passe dans un
filtre Albuflow (nouveau filtre a fibres creuses). Le filtre Albuflow retient les solutés

de haut poids moléculaire ainsi que les éléments figurés sanguins et filtre ainsi
I'albumine. Celleei est ensuite perfusée au travers de colonnes d’adsorption
(Prometh® 01 et Prometh® 02) dans lesquelles les toxidesd ’albumine sont
adsorbées par la résine a haute affinité. L’albumine native est ensuite restituée au

patient. De cette facon, l'utilisation d’albumine exogeéne n’est pas nécessaire. Dans un

second temps, les toxines hydrosolubles sont éliminées de maniére efficace par dialyse
(ex: I’'ammoniaque qui joue un role important dans les manifestations cliniques et
I’évolution de I’encéphalopathie hépatique, ainsi que 1’'urée et les autres substances
s’accumulant en cas de syndrome hépatorénal). L'avantage de ce systéme 2 en 1 est

son montage simple et rapide (45 minutes) permettant ainsi d'intervenir au plus vite

(ex: une évolution critique vers une encéphalopathie hépatigée].

Ces deux systemes peuvent avoir plusieurs applicationécongpensation
d'insuffisance chronique, encéphalopathie hépatique, prurit cholestatique, syndrome
hépatorénal, hépatite alcoolique aigle, intoxication (ex : overdose médicamenteuse,
intoxication aux chamgnons), insuffisance hépatique aigtie, attente de transplantation

hépatique [261, 262]. Cependant, malgré les nombreuses applications et avantages de
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ces deux systémes, des études récentes ont montré qu’aucun n’a été capable de
diminuer le taux de mortalité chez les patients ayant une insuffisance hépatidae
foie n’est pas uniqguement un filtre mais un organe essentiellement de synthese et de

métabolisme [263].

C'est la raison pour laquelle les dispositifs plus récents en cours de développement
contiement des cellules hépatiques vivantes. Plusieurs techniques sont & I'étude

- La premicre est I’utilisation de foies extracorporels d’animaux. Elle consiste a faire

circuler le sang du malade a travers un foie entier de[pb43. Mais ce protocole est

limit¢ dans sa durée avec ’apparition de phénomenes de rejet entralnant un non
fonctionnement du foie de l'animal aprés 6 ou 7 heures. Sur le plan clinique, une
amélioration neurologique transitoire a été notée [264], mais une hypotension artérielle
et une thrombopénie ont été observés. Le développement de cette technique est aussi
limité par la nécessité de disposer a proximité de plusieurs animaux d'élevage
scientifique pour un patient et par le contexte d'urgence qui rend diffmiitention

des critéres suffisants de sécurité sanitaire.

- La seconde consiste a utiliser des systéemes de foie bioartificiel ou le sang du patient
est "épuré"” sur une membrane d'hémodialyse ou d'hémofiltration semi-perméable dans
laguelle sont placésuaniveau de l'espace extracapillaire des hépatocytes [252]. Ces
protocoles sont actuellement en développement expérimental chez I'animal et 'Homme
et se heurtent & de multiples obstacles. Les hépatocytes humains primaires sont
difficiles a maintenir en culture et perdent progressivement leurs fonctions
métaboliques. De plus, cette source de cellules reste limitéatilidation
d’hépatocytes provenant de foie tumoral ou de foie d’hépatopathie virale présente un
risqueet les hépatocytes provenant de greffons non transplantés sont généralement de
mauvaise qualité. Des hépatocytes humains dérivés de lignées tumorales comme la
lignée hepG2 dérivée d’hépatoblastome ont donc été utilisés. Ces cellules ont une
croissance spontanée illimitée et elles ont éte utilisées chez I'H{26e266]. Les
résultats n’ont pas €té¢ concluants probablement en raison de la perte de fonctionnalité

de ces hépatytes. S’ajoute a ceci le probléme éthique concernant le risque de contact

entre le patient et les lignées de cellules tumorales et le risque de transmission a
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I’homme. D’autres systémes contenant des hépatocytes d’origine animale se sont
développés avec des cellules porcines. Deux techniques ont été développées, par
Gerlach[267] et par Démétriou [268]Jn autre procédé est basé sur I’immobilisation
d’hépatocytes de porc sur des membranes recouvertes de billes d’alginate et placés

dans des bioréacteurs [269, 270]. Ce procédé a permis dans des essais chez le porc
d’améliorer de fagon significative les signes d’hépatite fulminante laissant présager

une utilisation potentielledans le traitement d’insuffisance hépatique aigué chez
I’Homme [271, 272]. A part les problemes immunologiques de rejet et de formation de
xénoanticorps, 1’obstacle principal a cette approche reste la transmission virale du

rétrovirus porcin endogena d’autres virus encore inconnus.

En France, Samuel et al. [273] ont évalué un foie bioartificiel (HepatAssist2000) [274]
chez des patients atteints d'hépatite fulminante inscrits sur la liste de transplantation
hépatique en super-urgence. Le plasma du patient passait a travers un filtre a charbon
puis a travers un filtre a fibres creuses (capillaires) contenant des hépatocytes de porc.
Ces hépatocytes cryopréserves ont subi les tests de sécurité microbiologique et viral
avant toute utilisation. Cette étude a montré une amélioration significative de 1’état
neurologique des malades traités ainsi qu’une diminution du taux sanguin de bilirubine

et des transamases.

Malgré des avancées considérables dans le domaine du foie artificiel et bioartificiel
pour le traitement des maladies hépatiques, des limites existent dans les deux
approches[275]. En ce qui concerne le foie bioartificiel, le manque de sources
d’hépatocytes est un probléme essentiel. L'hépatite fulminante est actuellement la
meilleure indication pour I’utilisation de foies bioartificiels. La place d'un systéme de
support hépatique bioartificiel extracorporel dans le traitement de linsuffisance
hépatique aigué sera a évaluer avec des systémes plus performants utilisant
probablement des cellules souches humaines ou des hépatocytes humains immortalisés
[276]. Ces approches seront certainement developpées avec des membranes plus
efficaces et moins risquées. Le foie bioartificiel reste cependant un outil temporaire

permettant de passer une phaggiéet ne fait pas actuellement partie des traitements
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envisageables pour les maladies métaboliques héréditaires hépdtmuéalisation
d’essais cliniques est nécessaire afin d’évaluer ces approches et trouver les solutions

nécessaires pour pouvoir utiliser ces systemes couramment ened2W@i1

2.4 Thérapie cellulaire et thérapie génique

La thérapie cellulaire hépatiqu€affirme de plus en plus comme une alternative
prometteuse a la transplantation hépatique orthotopique. Elle peut se faire selon deux
approches i) allogénique : une altmnsplantation d’hépatocytes normaux d’un
donneur dans le foie malade du receveur; ii) autologaatotransplantation
d’hépatocytes du patient génétiguement modifiés ex vivo pour restaurer un phénotype
normal. La transplantation hépatocytaire présenterait plusieurs avantages par rapport a
la transplanttion d’organes, surtout pour le traitement des MMHH otesl
thérapeutiguegprécédemment décrites sont souvent contraignaitiegre 12). Il

s’agit d’une technique plus simple et moins invasive, car les cellules pourraient étre
injectées via des cathéteygar la veine mésentérique supérieure ou inférieure
directement dans le systeme porte du malade [278]. Elle pourrait aussi étre répétée si
nécessaire [279, 2801 également prolonger les délais d’attente de greffon hépatique

pour les patients en attente de transplantation. Les hépatocytes peuvent étre
cryopréserves et donc étre disponibles a la demande dans les cas d’allotransplantation

[281, 282]. La transplantation d’hépatocytes isolés pourrait pallier la pénurie de
greffons car un méme donneur pourrait donner des hépatocytes a plusieurs receveurs
[283]. Dans le cas d’hépatocytes génétiquement modifiés, ceux-Ci peuvent étre
génétiguement modifiées in vitedin d’exprimer des fonctions spécifiques. Enfin, la
thérapiecellulaire serait associée a une faible mortalité, morbidité et a un plus faible
codt que la transplantation hépatique [281, 283és succes récents ont été obtenus

par transplantation de cellules laissent présager que la thérapie cellulaire sera une
orientation thérapeutiqud’avenir [284, 285]. Par ailleurs, outres les applications
cliniques, sur un plan fondamental, la repopulation hépatique par transplantation
hépatocytaire a suscité un intérét considérable pour la recherche sur le fonctionnement
hépatique [279, 286-288].
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Figure 12.La thérapie cellulaire pour les MMHH.

Le champ potentiel d’application de la transplantation d’hépatocytes, génétiquement
modifiés ou non, est vaste [107, 281, 284, 289-295]. Parmi les applications potentielles
figureraient : le traitement des hépatites fulminantes et chroniques ; le traitement de
déficits métaboliques d’origine génétique tels que la maladie de Wilson, le déficit en
az-antitrypsine, les lipidoses (maladie de Niemann-Pick, maladie de Gaucher),
I’amyloidose familiale et la tyrosinémie héréditaire de type-1; les défauts de la
coagulation comme les hémophilies Afidit en Facteur VIII) et B (déficit en Facteur

IX); et enfin, les déficits métaboliques héréditaires comme 1’hypercholestérolémie
familiale, le syndrome de Crigler-Najjar de type-1 et le déficit en OTC qui pourraient
étre traités par transplantation d’hépatocytes allogéniques ou 1’autotransplantation

d’hépatocytes génétiquement modifiés (thérapie génique).

La thérapie géniqgue deBIMHH peut étre envisagée selon deux approchigs :

la thérapie géniqun vivo, visant a transférer directement dans les hépatocytes, dans
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I’organisme, un géne véhiculé par un vecteur viral recombinant ou inerte afin de
corriger un déficit chez le patienti) la thérapie génique ex vivo, visant a prélever des
hépatocytes du foie d’un patient, transférer un géne a 1’aide de vecteurs viraux dans
ces cellules in vitroet les réimplanter ensuite dans I’organisme. Cette approche
comporte donc une étape de transplantation d’hépatocytes avec les difficultés, les

limites et les moyens d’amélioration de celle-ci.

Le foie est le carrefour de nombreuses fonctions métaboliques, il est richement
vascularisé et doté d’une importante capacité de régénération. Ces caractéristiques font

des MMHH une cible privilégiée a la thérapie génique in vivo ou ex vivo [296]. En
dehors des tentatives de faisabilité et de marquage, les premiers essais cliniques de
thérapie génique ont initialement été restreints a des cas extrémement graves pour
lesquels les alternatives thérapeutiques classiques étaient inefficaces ou inexistantes.
Dans cette approche, le vecteur utilisé pour véhiculer et introduire aux hépatocytes le

gene manguant joue un réle fondamental.

Les vecteurs adénoviraux, virus a ADN, font partie des outils de transfert de géne les
plus puissants. lls sont caractérisés par une forte résistance des particules virales, des
hauts titres viraux et un large spectre d’infection [297]. Ces veteurs ont été
principalement utilisés pour des protocoles in vivo. Le taux de transduction avoisine
les 100% lorsque I’on cible le foie. Les limites restent 1I’immunogénicité¢ des
adénovirus et I’instabilité de I’expression du transgéne [298]. En effet, ces vecteurs ne
s’integrent pas dans le génome de la cellule hote mais restent sous forme €pisomale et

le transgene est rapidement perdu dans les cellules en division. En 1999, un essai
cliniqgue in vivo de phase | pour le ftament de 18 patients atteints d’un déficit en

OTC qui se déroulaita 1’hopital Universitaire de Pennsylvanie a été brutalement
interrompu suite au déces de Jesse Gelsinger, un jeune malade de 18 ans [121]. Dans
cet essai, I’adénovirus recombinant portant le gene humaide I’OTC était injecté via

I’artére hépatique droite pour mieux cibler le foieQuelques heures seulemegres

avoir recu une dose de 1’adénovirus, ce malade a développé une réponse immune qui a

conduit a un choc anaphylactiqe¢ une cfaillance multiviscérale. Il est mort 98
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heures aprés 1’injection adénovirale. Cette toxicité des adénovirus injectés in vivo a été
attribuéea 1’activation et la destruction des cellules de Kupffer [299]. Afin de réduire

la réponse immunitaire, plusieurs études ont été réalisées avec des vecteurs dérivés de
virus adeno-assaes (AdencAssociated VirusAAV). Ces parvovirus a ADN linéaire

ont la particularité de favoriser une intégration de leur génome toujours au méme
endroit dans le chromosome 1800, 301]. Une insertion nooontrdlée pouvant
entrainer d'importants désordres dans la fonction cellulaire, ces vecteurs ont été
fortement développés pour leur potentiel sécuritaire bien qu’ils ne soient capables que

de transférer des petits genes. Longtemps considérés comme inoffensifs, a l'inverse des
vecteurs adénoviraux, leur développement et utilisaioalinique ont été favorisés

depuis quelques années [302-304]. Le déces au cours de I'été 2007 d'un patient dans un
essai clinique de traitement de la polyarthrite rhumatoide par des vecteurs dérivés de
I'AAV, due a une histoplasmose disséminée, a permis aussi désormais aux détracteurs
de cette stratégie de pointer le doigt sur ce type de vecteur [305l1386}.noter que

les vecteurs dérivés des AAV ont été testés dans de nombreuses approches
thérapeutiques avec des succés obtenus, principalement entre 2007 et 2010, lors
d'essais de traitements d'une forme d'amaurose congénitale de Leber de modeéles
animaux canins et finalement de jeunes patients [307-31fdurd hui, il est possible

de produire des AAV recombinants qui semblent étre performants pour le transfert de

genes dans les cellules quiescentes comme les hépatocytes [311].

La thérapie génique chez I’Homme a historiquement débuté avec des vecteurs
rétroviraux, virus a ARN. Ces vecteurs dérivés du génome de rétrovirus oncogenes
murins ont une efficat aujourd’hui bien documentée [312, 313]. L'infection par un
rétrovirus implique une étape de rétrotranscription de I'ARN en un fragment d'’ADN
qui pourra étre associé (étape d'intégration) aux chromosomes apres pénétration dans
le noyau cellulaire. Une combinaison de protéines virales et de protéines de la cellule
cible assure cette étape de transfert des molécules d'ADN du cytoplasme cellulaire vers
le noyau et l'intégration dans le génome de I'hote. Une fois intégre, le génome du
rétrovirus sous sa forme ADN est stable et transmis de maniére mendélienne comme

n'importe quel gene de la cellule. lls présentent trois avantages majeurs pour
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I’introduction d’un géne dans une cellule : i) ils peuvent étre produits en 1’absence de

toutes particules virales sauvages susceptibles de provoquer une dissémination
incontrélée du génome recombindBtl4] ; ii) ils ne véhiculent pas de séquences
codantes d’origine virale qui pourraient induire une réponse immune ou un effet
cytopathogéne vis a vis de la cellule génétiguement modifideilsipermettent une
intégration stable du transgene dans le génome de la cellule hoéte, conduisant au
maintien théorique des séquences transduites dans la descendance de cette cellule.
Leur principale limitation est la nécessité d’une division cellulaire dans les heures

suivant la pénétration de la particule virale dans la cellule {3ilg]. Cette division

est nécessaire a 1’intégration dans le génome des complexes pré-intégratifs formés au

cours de I’étape de transcription reverse. Cette limitation concerne particulierement les

hépatocytes qui sont quiescents dans un foie normal.

Les lentivirus sont des rétrovirus a génome complexe présentant des similitudes dans
leur structure génétique, le cycle de réplication et les interactions biologiques avec
leurs hotes respectifs [316, 31T]utilisation de vecteurs lentiviraux dérivés du virus

de l’immunodéficience humaine (VIH) présente un intérét certain. Ces virus
recombinants ont les mémes propriétés que les rétrovirus murins mais ils peuvent
également transduire les cellules quiescentes, comme les hépatocytes [31&321].
mise au point de vecteurs recombinants, inoffensifs et performants développés
aujourd’hui, devmit permettre d’augmenter largement le taux de transduction
d’hépatocytes humains. Ce type de vecteur est actuellement utilisé dans notre projet
pré<linique pour le traitement de I’hypercholestérolémie familiale par

autotransplantation d’hépatocytes génétiquement modifiéex vivo.

2.5 Transplantation d’hépatocytes — Les essais cliniques

Le succes daombreux modéles de transplantation d’hépatocytes établis chez 1’animal
a encouragé le passage aux essais cliniques. Toutefois, depuis plus de dix ans

seubment quelques essais cliniques pour certaines indications ont été réalisés

55



INTRODUCTION Chapitre 1l : Approches thérapeutigues des MMHH

(Tableau 4). Ces premiers essais cliniques ont eu pour but d’évaluer 1’efficacité, ainsi

que I’innocuité de la procédure. Les deux principaux groupes d’indications ont été les
hépatites fulminantes et les maladies métaboliques héréditaires [290]. Dans les cas
d’hépatite fulminante, I’indication a été posée, en absence d’une thérapie alternative, a

cause de I’indisponibilit¢ immédiate d’un greffon hépatique afin de pallier les
fonctions du foie défaillant. Dans les cas de déficit métabolique du foie, la
transplantation hépatocytaire constitue un compromis entre 1’irréversibilit¢ de la
transplantation d’organes, avec les risques chirurgicaux associés, la nécessitéd’une
immunosuppressiont ’exigence d’une thérapie sure, simple et efficace [288]. Les
premiers essais de thérapie cellulaire hépatique ont produit des résultats
encourageants, ouvrant des perspectives prometteuses, mais ils ont également montré

les étapes limitantes de cette approche.

2.51 Transplantation d’hépatocytes pour insuffisances hépatiques chroniques

etaigués(Tableau 5

Les premiers essais cliniqués thérapie cellulaire pour le traitement d’insuffisances
hépatiques chroniques consistaient en une autotransplantation par injection
intrasplénique d’hépatocytes isolés a partir du lobe gauche [322)’autres patients ont
subit une allotransplantati d’hépatocytes isolés a partir de greffons hépatiques sains.
Chez trois enfants, ’injection d’hépatocytes dans la rate ou le foie a permis une
réduction  significative de 1’ammoniémie et [’amélioration clinique de
I’encéphalopathie jusqu’a six semaines, en attendant la disponibilit¢ d’un greffon

hépatigue. Cette procédure a permis le rétablissement complet de deux des trois
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Tableau 4. Maladies hépatiques pour lesquelles un protocole clinique de transplal

d’hépatocytes a été réalisé.

Déficits métaboliques héréditaires
Syndrome de Crigler-Najjar de type |
Hypercholestérolémie familiale
Déficit en facteur VII
Maladie de stockage du glycogéne de type |
Maladie de Refsum
Cholestase intrahépatique familiale
Déficit enay-antitrypsine
Déficit du cycle de I'urée

Déficit en OTC
Citrullinémie
Déficit en lyase argininosuccinate

Insuffisance hépatique aigué (fulminante)
Médicamenteuse
Virale
Idiopathique
Alimentaire
Postopératoire

Insuffisance hépatique chronique
Virale

Alcoolique
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enfants traitég323]. Chez les adultes, sept patients (un infecté par le virus de
I’hépatite C, un atteint d’un déficit en ALAT et 5 avec une cirrhose alcoolique) atteints

de cirrhose et une encéphalopathie avancée non contrdlée par des médicaments, ont
subit une allotransplantation d’hépatocytes en intrasplénique [279, 289]. Chez le
patient infecté par le virus de I’hépatite C, la présence d’hépatocytes transplantés,
formant des structures avec jonctions cellulaires normales, a été observée dans la rate
guelques jours apres transplantatibiessai d’allotransplantation d’hépatocytes chez

le patient atteint d’un déficit en ALAT n’a pas été concluant car il a subit une
transplantation hépafic deux jours aprés 1’injection cellulaire. Quant aux cing
patients atteints de cirrhose alcoolique, ils ne montraient soit aucun bénéfice
thérapeutique, soit une réduction significative de [’ammoniémie et de
I’encéphalopathie jusqu’a 33 jours post-transplantation [287]. Le bénéfice
thérapeutique obtenu avde transplantation d’hépatocytes pour le traitement de
I’insuffisance hépatique n’est pas ¢évident. La réponse a la transplantation
d’hépatocytes chez les patients avec une hépatopathie chronique n’a pas rencontré

jusqu’a présent le méme degré d’amélioration de leur état clinique comparé aux études
expérimentales chez 1’animal [287, 322]. Une amélioration clinique a été observée
chez quelques patients mais elle a toujours été transitoire. Une des explications
pourrait se trouver dans la voie d’injection des cellules. En effet, il a été montré en
expérimental que la voie d’administration d’hépatocytes influence leur intégration et

leur fonctionnement [324]. Ces essais cliniques ont également soulevé plusieurs autres
guestions, dont la quantité des cellules nécessaires pour observer un effet

thérapeutique significatif, le site et la fréquence de transplantation.

En ce qui concerne les insuffisances hépatiques aigués, la transplantation
d’hépatocytes a €té proposée comme un traitement provisoire jusqu’a disponibilité
d’un greffon hépatique. Initialement, cette approche a été réalisée chez des patients
atteints d’hépatite fulminante, présentant une encéphalopathie de grade élevé et une
défaillance multi-organe en attente de transplantation hépatique [323,J@2ffa

présent, plus de 30 patients ont été traités a travers le monde pour une insuffisance
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L Voie - fex
. £
Indications Type d’hépatocytes Nombre d’administration Suivi Référence
Insuffisances Hépatiques Chroniques
- Cirrhose (n=10) Hepa_tocytes agtolqgues 2x10 - 2x1@ Intrasplénique SurV|_e plus longue, superieure a i Mito et al [322]
fraichement isolés mois pour seulement un patient
- Cirrhose alcoolique (n=3) ND ND Intraportale Patients vivants 4 ans apres la Strom et al [323]
procédure
- Cirrhose alcooligue (n=2) Hépatocytes cryopréservés - L
- Hépatite chronique VHC (n=1 allogénigues ND Intrasplénique Déces Strom et al [287]

Insuffisances HépatiquesAigués

Hépatite médicamenteuse ; survie ¢
Intrapéritonéale tous les patients avec une Habibullah et al [326]
encéphalopathie de grade Il (n=2)

Hépatocytes humains feetaux 6x10/ kg

- Hépatite fulminante (n=7) p0olés par groupe sanguin

- Hépatite fulminante (n=3) Hépatocytes cryopréservés 4x10 - 2.8x10 Intraportale Hépatite médicamenteuseéaks Soriano et al [290]

Hépatite médicamenteuse, virale ol

Ldmar : _ Hépatocytes allogéniques i Intraportale ou postopératoire ; transplantation

Heépatite fulminante (n=11) cryopréserves 4x10 - 1x10 intrasplénique hépatique (n=6), 1 en rémission et « Strom et al [287]

déceés
Hépatocvtes Crvonréserves Hépatite médicamenteuse ou virale
- Hépatite fulminante (n=5) P y yopre = 1.3x10- 1x10° Intraportale décés a 12 jours (n=4) Bilir et al [325]
pendant 18 mois N
et 72 heures (n=1)

- Hépatite fulminante (n=1) Hépatocytes allogéniques 8.8x10 Intraportale Hépatite virale ;@mission totale Fisher et al [327]

Hépatite alimentaire; rémission
- Hépatite fulminante (n=1) Hépatocytes allogéniques 4.9x10 Intraportale compléte et arrét d’immunosuppressiol Schneider et §B828]
a 12 semaines

Tableau 5 Quelques exemples de protocoles et résultatsedes cliniques de transplantation d’hépatocytes pour insuffisance hépatique

chronique ou aigué.
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. Voie - .
Indications Type d’hépatocytes Nombre Suivi Référence
d’administration
Maladies métaboliques
Hépatocytes transfectés in viti
- Hypercholestérolémi¢ avec le cDNA du récepteur at L Réduction > 20% du LDL-cholestérol chez trois patier Grossman et al
- _ 1x10° - 3x10 Intrapéritonéale _ . ,
familiale (n=5) LDL humain par vecteurs expression du transgéne <5% > 4 mois [329, 330]
rétroviraux
o Déficit en OTC : décés par pneumonie 42 jours ag
- Déficit en A1AT (n=2) ) ) ) o . o Strom et al [287,
e Hépatocytes cryopréservés 2.2x10 — 1x10 Intraportale Déficit ALAT : transplantation hépatique
- Déficit en OTC (n=1) . R 323]
orthotopique a J4
o ) . _ Baissetemporaire de I’hyperammoniémie pour 11 jours, Horslen et al
- Déficit en OTC (n=1) Hépatocytes fraichement isol¢ 5.3x10 Intraportale ) _ o . _
transplantation orthotopique hépatique a la fin [331, 332]
_ ) . 3 injections / 24 heures ; diminution de 50% de la
- Syndrome Crigler- Hépatocytes allogéniques o _ o Fox et al
B , o 7.5x10 Intraportale bilirubine totale ; transplantation hépatique
Najjar (n=1) fraichement isolés _ . [333]
orthotopique a 4 ans
- Maladie de stockage ) o Régime normal 9 mois aprés transplantation, 7 heur  Muraca et al
du glycogene type | Hépatocytes allogéniques 2x10° Intraportale . _
(n=1) sans épisode d’hypoglycémie [334]
Me¢élange d’hépatocytes L . o )
Maladie de Ref _ o 8 injections ; a 18 mois, diminutiale 40% de I’acide
- Maladie de keisum fraichement isolés et 2x10 Intraportale Sokal et al [335]

(n=1) o
cryopréservés

pipecholique et de 36% du ratio des acides gras c26

Tableau 6 Protocoles et résultats des essais cliniques aglatation d’hépatocytes pour déficits métaboliques du foie.
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Indications Type d’hépatocytes Nombre Yqie . Suivi Référence
d’administration
Maladies métaboliques (suite)
- Déficit en OTC (n=1) ND 5.1x10¢ Veine ombilicale Amelioration clinique avec un régime proteique norm Mitry et al [336]

Me¢élange d’hépatocytes
fraichement isolés et
cryopréservés
Me¢élange d’hépatocytes
fraichement isolés et

- Déficit facteur VIl de
coagulation (n=2)

- Syndrome Crigler-

Najjar (n=1) cryopréservés

- Syndrome Crigler- Hépatocytes allogéniques
Najjar (n=1) fraichement isolés

- Cholestase Hépatocytes allogéniques
intrahépatique familiale F]f . hy 09 I 4
(n=2) raichement isolés

- Maladie de stockage
du glycogene type Ib
(n=1)

- Crigler-Najjar (n=1)

- Déficit en OTC (n=1)

- Maladie de stockage
du glycogéne type la
(n=1)

- Tyrosinémie type |
(n=1)

Trois injectionsd’hépatocytes
allogéniques

Hépatocytes allogéniques
cryopréserves

transplantation hépatique orthotopique a 7 mois
Réduction de 80% en facteur VIl exogéne, perte di Dhawan et al
1x10 + 2.2x1G Intraportale I’effet thérapeutique quelques mois apres, transplantation [337]
hépatique orthotopique a 6 mois

4.3x10 Intraportale 9 injections en 2 semaines et une a trois mois Hughes et al
‘ P diminution de 40% de la bilirubine totale a 9 mois [338]
7 5x10 Intraportale Diminution de 50% de la bilirubine totale Ambrosino et al
' P transplantation hépatique orthotopique a 4 mois [339]
Pas d’amélioration, transplantation orthotopique du Hughes et al
3x10 Intraportale foie a 5 et 14 mois, respectivement [338]
2x10° + 1x10 + Disparition d’épisodes d’hypoglycémie, régime normal,
3x10 Intraportale activité enzymatique normale a J20 et J250 Lee et al [340]
- CriglerNajjar: amélioration de 1’état clinique,
diminution de la bilirubine totale
- Déficit en OTC: diminution d’hyperammoniémie . .
) N . Ribes-Koninckx
- Maladie de stockage du glycogéne type la: abs:
NF Intraportale  r . 2 SN et al
d’épisodes d’hypoglycémie en post-injection [107]

- Tyrosinémie type |: stabilisation des paramet
biochimiques, transplantation hépatique orthotopi
guelques semaines plus tard

Tableau 6 (SUITE). Protocoles et résultats dssais cliniques de transplantation d’hépatocytes pour déficits métaboliques du foie.
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hépatique aiguépar transplantation d’hépatocytes allogéniques [290]. Dix enfants

atteints d’hépatite aiguéd’origine virale, idiopathique ou médicamenteuse ont recu des
injectionsd’hépatocytes allogéniques, principalement via la veine porte, avec mise en

place d’une immunosuppression. Deux des patients pédiatriques ont €té en rémission
compléete sans recours a une transplantation hépatique, alors que pour trois autres cette
procédure a permis de pallier avec succes la défaillance hépatique en attendant un
greffon [287, 290]. Malgré une défaillance multiviscérale associée a une atteinte
hépatique sévere, huit de dix enfants ont manifesté une amélioration nette de leur état
clinique [290, 341]. Plus de 2patients adultes atteints d’hépatites aiguésd’étiologies
diverses associés a une défaillance multiviscérale, ont été traités par cette approche
[287, 290, 325, 327]Quelque soit 1’étiologie, la transplantation d’hépatocytes
allogéniques a permis d’améliorer 1’état clinique de la majorité des patients qui
attendait un greffon hépatique. Pour certains elle a méme permis une rémission
complete de leur maladie. Cependant, il est tres difficile d’estimer le bénéfice réel

apporté parla transplantation d’hépatocytes dans le traitement d’insuffisances
hépatiques aigué&ar malgré 1’utilisation de cette approche, la mortalité de ces patients

reste trés élevée>(40%). En plus, environ la moitié des patients qui ont recu une
transplantabn d’hépatocytes allogéniques ont subit une transplantation hépatique
orthotopique dans un deuxieme temps. L’indication de la transplantation d’hépatocytes

pour I’insuffisance hépatique aigué reste actuellement sujette a controverse car le
faible nombre e cas réalisés, I’important avancement de la maladie chez les patients

traités, les différentes indications, les différents sites d’injection cellulaire et les
différents protocoles cliniques et préparation des cellules transplantés ne permettent

pas d’en tirer une conclusion finale.

Cependant, des résultats trées encourageants ont été rapportés trés récemment par
I’équipe d’Anil Dhawan au King’s College Hospital de Londres en utilisant la
technique d’implantation intrapéritonéale d’hépatocytes humains encapsulés dans des
microbilles d’alginate [281]. La technique de microencapsulatihépatocytes avait

éteé optimisée pour un passage en clinique et des expériences iavaiteat montre

une persistance de la sécrétion d’albumine et du facteur VII pendant deux semaines
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guand les microbilles se trouvaient dans une culture contenant du lijassdee des
patients atteints d’insuffisance hépatique [281]. En utilisant cette approche, ces
microbilles contenant d’hépatocytes encapsulés ont été¢ implantées en intrapéritonéale

chez un enfant de 8 mois atteint d’une insuffisance hépatique aigu&origine virale.

Ainsi, les hépatocytes ont été isolés du systeme immunitaligergte en place d’une
immunosuppression n’a pas été nécessaire. Les cellules injectées omrée un « foie
temporaire» qui secrétait les protéines vitales et métabolisait toutes les toxines
produites. Quelques semaines plus tard, le foie de I’enfant a reprit sa fonction
compléteet I’enfant a été guéri sans subir une transplantation hépatique orthotopique.
Lesrésultats de cette premiere mondiale sont impressionnants. Toutefois, la réalisation
d’un large essai clinique est nécessaire pour la validation finale de cette approche

thérapeutique

2.5.2 Transplantation d’hépatocytes pour déficits métaboliques hépatiques
Les rares protocoles cliniques de transplantation cellulaire réalisés a ce jour pour le
traitement de déficits métaboliqgues hépatiques ont porté sur trés peu de patients, en

grande majorité des enfani&ableau 6).

Un des premiers essais cliniques a été réalisé chez une jeune filladsatt@inte de

la maladie de Crigler-Najjar de type | [333]. Ce cas a été un des premiers exemples de
I’utilit¢ de la transplantation d’hépatocytes pour le traitement des MMHH.es
hépatocytes ont été isolés a partir d’un donneur agé de 5 ans dont le foie n’a pas pu

étre utilisé pour une trangpltation hépatique a cause d’une absence de receveur
compatible pour la taille de groupe sanguinL’injection via la veine porte de 7.5
milliards d’hépatocytes en trois injections réparties sur 24 heures a été bien tolérée. La

masse d’hépatocytes transplantés a été équivalente a environ5% de la masse hépatique
totale calculée. La fonctionnalité des cellules transplantées a été démontrée par |
diminution de moitié de la concentration sanguine de bilirubine 11 mois apres, malgré
des fluctuations durant les trois premiers mois. L’activité enzymatique de la bilirubine
uridinediphosphate glucuronosyltransférase mesurée sur des biopsies hépatiques est

passée de 0,4% a5% de ’activité normale. En outre, les séances quotidiennes de
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photothérapie ont pu étre réduites de 12 a 6 heures. Cependant, seul un faible bénéfice
clinigue a été obtenu et ceci malgré la persistance des cellules transplantépkis

de trois ans et demi. Pour cette raison, la patiente a subi une transplantation hépatique
au bout de quatre ans [29@ette importante étude a démontré 1’innocuité de la
procédure, a conduit en une amélioration phénotypique nette du déficit métabolique et
a confirmé la faisabilité et efficacité de la transplantation hépatocytaire pour le
traitement de déficits métaboliques congénitaux d’origine hépatique. Cependant, il n y

a pas eu de normalisation de la concentragaguinede bilirubine. Suite a la réussite
partielle de cet essaligique, d’autres patients atteints du syndrome Crigler-Najjar de

type 1 ont été traités par transplantation d’hépatocytes allogéniques, fraichement isolés

ou cryopréservés [107, 331, 338, 339].

Les déficits métaboliques liés au cycle de I’'urée ont été aussi traités par transplantation
d’hépatocytes avec un succes relatif. Un enfant présentant un déficit héréditaire en
OTC a subit la transplantation fractionnée de 5.3xi€patocytes au cours de 23
premiers jours aprés sa naissance [332]. Entre®l&* 803£™ jour une normalisation

de ’'ammoniémie a été atteinte et la prise alimentaire de protéines a été normalisée et
le traitement suspendu. Le ®3% jour un épisode d’hyperammoniémie a obligé la
réintroduction duraitement médical.’hyperammoniémie a été attribuée a un rejet de

greffe, la conentration sanguine de I’immunosuppresseur ¢étant devenue

subthérapeutique au moment de la teeh

L’¢équipe de Strom a rapporté en 1997 une transplantation d’hépatocytes chez 7
malades. Six des sept receveurs ont bénéficié de la transplantation pour une
insuffisance hépatiquaigué le septieme malade présentait un défitOTC. Un

milliard d’hépatocytes ont été isolés d’un foie pédiatrique qui n’a pas été donné pour

une transplantation a cause de Iésions traumatiques du foie droit. Les hépatocytes ont
ete perfusés par ponction percutanée de la veine porte a la vitesse de 2 ml/minute. La
perfusion s’est passée sans incident. Le taux d’ammoniémie s’est normalis¢ en 48

heures. L’activité enzymatique OTC, qui était nulle avant la transplantation, a atteint

0,4 pmol/g/minute (correspondant a 0,3% de I’activité OTC normale). Vingt-huit

jours aprés la transplantation, 1’hyperammoniémie s’est majore avec des
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concentrations atteignant 378 pumol/L. Une nouvelle transplantation de 708 x 10
hépatocytes préalablement congelés a été realisée. Le patient est resté dans un état de
coma malgré la correction de son état métabolique et est dédtemé
bronchopneumoniaigué 42 jours aprés la premiére transplantation hépatocytaire
L’autopsie ne montrait pas de thrombose porte, pdisnfection hépatique ni d’autres

complications pouvant étre en rapport avec la transplantation d’hépatocytes [287].

Le traitement du déficit eA1AT par allotransplantation d’hépatocytes a été tenté chez

un enfant de 18 semaines, atteint d’une cirrhose hépatique [287, 331] et chez une

adulte exprimant une forme mutée de la protéine, atteinte d’une insuffisance hépatique
chronique diagnostiquél@23]. Ces essaisliniques n’ont pas été concluants car les

deux patients ont subi une transplantation de foie quelques jours aprés. Néanmoins, la
présence de la forme normale AEAT a été observée dans la circulation sanguine de

la patientgpeu aprés la transplantation cellulaire [341].

Parmi les quelques patients ayanttéééspar allotransplantation d’hépatocytes pour

des déficits métaboliques hépatiques figurent aussi deux fréres atteints d’un déficit
congénital en facteur VIl de la coagulati®37]. lls ont chacumecuvia la veine porte
uneinjection de cellules fraichement isolées et cryopréservées, équivalente a environ
5% de la masse hépatique totale. Une réduction de 80% des besoins de substitution en
facteur VIl exogéne a été constatée, avant que les deux patients ne subissent une
transplantation de foie réduit six mois plus tard a cause de la perte de [’effet

thérapeutique.

Une patiente présentant un déficit en Glucose-6-phospha&iseo@en Storage
Disease typda) a été également traitger transplantation d’hépatocytes allogéniques

[334]. Ce cas présente une particularité car la patiente était agée de BAansté
glucose-6-phosphatase était indétectable sur la biopsie hépatique. Les signes cliniques
comportaient une hypoglycémie sévere, une acidose lactique, et une
hypertriglycéridémie. Le traitement nécessitait un gavage nocturne par une sonde
nasogastrique et des repas diurnes toutes les 3 heures pour maintenir une glycémie au-

dessus de 3,5 mmol/L’injection de deux milliards d’hépatocytes en deux séances de
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4 heures a été bien tolérée. Aprés transplantation de 1’équivalent de 1% de la masse
hépatique totale, la patiente pouvait tolérer des périodes de jeline de 7 dreures
maintenant une glycémie supérieure a 3,5 mmol/L et une production de lactate
diminuée. La triglycéridémie a chuté a 7 mmol/L apres la transplantation etaftuctu
entre 10 et 15 mmol/LLa transplantation d’hépatocytes génétiquement normaux
correspondant a seulement 1%ld masse hépatocytaire totale a induit une correction
partielle des anomalies métaboliques, qui a persisté 9 mois. La transplantation
hépatocytaire a été aussi utilisée dans le traitement de la maladie de stockage du
glycogene type Ib [340]. Troimjectionsintraportales d’hépatocytes allogéniques (2
milliards a J1, 1 milliard a J7 et 3 milliard & J30) ont été réalisées chez un patient
présentant ce déficit métabolique. Les éisad’hypoglycémie ont disparu méme

aprés la reprise d’un régime alimentaire normal et une normalisation de 1’activité

enzymatiqgue manquante a été notee.

Il y a9 ans, I’équipe belge de Sokal [335] a réalisé une allotransplantation chez une
fillette de 4 ans ayant une maladierdétabolisme du peroxysome tnfantile Refsum
DiseasqIRD). L’IRD est une maladie congénitale autosomale récessive. Elle est due a
un déficit de la b&-oxydation des chaines longues d’acides gras, dela biosynthése du
plasmalogéene et des acides biliairesde catabolisme de 1’acide pipécolique. Les
manifestations cliniques sont digestives et du systeme nerveux central. La malade agée
de 4 ans développaihe baisse de I’ouie et de 1’acuité visuelle séveres et un retard de
masculin, ceux du premier donneur ont été isolés et acheminés de Chicago a Bruxelles
et ceux du deuxieme ont été congelés. 1,1 milliard d’hépatocytes frais viables a 50%
(équivalent de 5% de la masse hépatiqu)été transplantés le premier jour en deux
perfusions successives de 30 minutes. Huit-cents cinquaitiiens d’hépatocytes
congelés dont la viabilité était supérieure a 90% ont été perfusés biquotidiennement du
3*™ au 6™ jour. Une amélioratin rapide de I’état métabolique avec une disparition

des acides biliaires anormaux a été notée et obsgrugea 18 mois. Par contre,li

n’y apas eu d’amélioration de 1’état neurologique.
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La transplantation de 0.3x10épatocytes fraichement isolés chez deux enfants atteints
de cholestase familiale intrahépatique n’a apporté aucun bénéfice thérapeutique [338]
L’échec de I’opération a été attribué a la découverte inattendue d’une fibrose hépatique
avancéeau moment de la transplantation hépatique orthotopique 5 et 14 maois,
respectivement, aprasjection cellulaire. Il est probable que dans cette situation un

traitement plus précoce aurait pu améliorer le bénéfice thérapeutique.

Récemment, Ribes-Koninckx et al a Valence [107] ont réalisé un protocole de
transphntation intraportale d’hépatocytes allogéniques chez quatre patients atteints de
maladies métaboliques du foie (syndrome de Crigler-Najjar, déficit en OTC,
tyrosinémie de type |, maladie de stockage du glycogene de typéitalichtion pour

la transplantation hépatocytaire a été posée par la gravité de la maladie et le degré de
détérioration de la qualité de vie des patients par rapport aux avantages que cette
procédure pourrait apporter. Tous les patients ont eu une amélioration de leur état
cliniue, et dans le cas du patient souffrant de tyrosinémie de type | une

transplantation hépatique orthotopicuété réalisée par la suite.

En ce qui concerne 1’hypercholestérolémie familiale, Wilson et al. en 1991 ont
transduit in vitro des hépatocytes primaires de lapins Watanabe (modele de
I’hypercholestérolémie familiale) avec un taux de 30%. Ces hépatocytes (2% de la

masse hépatocytaire) ont €té réinjectés chez 1’animal par voie splénique. Le résultat a

été une diminution de 30 a 50% en moyenne du cholestérol plasmatique avec une
expression hépatique du récepteur aux LDL de 1’ordre de 2%, stable pendant plus de 6

mois [53]. Compte tenu des résultats obtenus chez le lapin Watanabe, le premier essai
clinique de transplantation d’hépatocytes corrigés eX vivo par transfert de génes a été
réalisé aux Etat®nis par 1’équipe de Wilson pour traiter 5 patients homozygotes

ayant une hypercholestérolémie familiale, agés de 7 a 41 ans [329, 330]. Deux patients
étaient récepteurs négatiff.’isolement des hépatocytes était fait a partir d’une
lobectomie gauche. Les hépatocytes isolés ont été transduits avec des rétrovirus
recombinants codant pour le géne du R-LDL selon le protocole mis au point chez le
lapin. Le taux moyen de transduction était de 2Q%.a 3 milliards de cellules

géenetiguement modifiees ont été autotransplantées par voie portale. Pendant la
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transplantation des hépatocytese élévation transitoire de la pression portale a été
notée, mais il n’y a pas eu de thrombose portale. Des réductions significatives des
concentrations en cholestérol total, LDL, et apolipoprotéine B ont été obtenues chez 3
malades sur 5, parmi lesquels les 2 malades réceptaari$ Mais 1’impact clinique

du traitement, évalué en comparant les concentrations sériques du cholestérol et des
LDL apres réintroduction des traitements par voie orale, a été significatif chez un seul
malade. Seul le premier malade publié avait un recul de 18 mois. La présence
d’hépatocytes exprimant le transgéne dans son foie, mis en évidence par une méthode
d’hybridation in situ a été confirmée 4 mois aprés le traitement et évaluée a 1 cellule
sur 10 000. Les autres malades n’avaient qu’un recul de 4 mois quandl’étude a été

arrétée Ces résultats n’ont donc pas mis clairement en évidence une corrélation entre

la diminution des LDL plasmatiques et une augmentation de I’activit¢ des récepteurs

aux LDL. Des problemes liés au faible taux de transdudfioépatocytes primaires et
probablement au choix des séquences régulatrices gouvernant I’expression du
transgene persistent. Ce travail cependant démontré la faisabilité et la bonne
tolérance de I’approche de thérapie génique ex vivo pour le traitement el

I’hypercholestérolémie familiale chez ’Homme.

CONCLUSIONS

I1 est clair aujourd’hui que les premiers essais clinique de transplantation
d’hépatocytes pour le traitement de déficits métaboliques d’origine hépatique ont
démontré la faisabilité de cette approche, sa tolérance, son innocuité et sa pertinence
[342]. Cependant, étant donné le caractére transitoire et partiel de la correction, le
bénéfice clinique a long terme reste a démontrer. De plus, les rares essais cliniques de
transplantation cellulairdéjaconduits ont montré qu’il restait de nombreux obstacles

a surmonter avant de pouvoir phiguer cette technique chez ’Homme de fagon
efficace et a plus grande échelle. Le retour vers la recherche préclinique et le
déeveloppement de nouveaux protocoles de transplantation cellulaire et génique (en
utilisant des vecteurs viraux plus performaatavec I’amélioration de la prise de

greffe), notamment chez le gros animal, a été indispensable ces derniéres années.
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CHAPITRE Il

LES VECTEURS LENTIVIRAUX
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Depuis plusieurs années, les approches de thérapie cellulaire pour le traitement de
certaines maladies métaboliques du foie offrent la perspective de remplacer les cellules
touchées par un déficineymatique en laissant intactarchitecture hépatique. La
transplantation d’hépatocytes génétiquement modifi€s par un vecteur viral semble étre

une approche attrayante, surtout pour les déficits héréditaiyast 1’avantage
théorique d’étre une procédure moins invasive que la transplantation hépatique
orthotopique et qui ne nécessiterait pas une immunosuppression a vie. Certaines regles
doivent étre suivies lorsqu’il est question de créer un projet de thérapie génique a
I’aide d’un vecteur viral, car ’utilisation d’un vecteur viral peut entrainer certains
problémes, parfois méme fatals. Pour commencer, I’efficacité du vecteur utilisé pour le
transfert génique doit étre démontrée in vitBmsuite, 1’étude devra montrer son
efficacité et son innocuité in vivo, premierement dans un modele de petit animal et

puis chez le grand animal, avant d’envisager son application chez I’lHomme.

Quand un protocole de thérapie géniguer le traitement d’une maladie estmis au

point, le choix du vecteur est primordial. Plusieurs parametres importants doivent étre
pris en considération dame choix: la facilité de production et d’obtention de titres

viraux, le besoin de transfert dans un type cellulaire spécifique, I’efficacité de transfert

du geéne, la capacité d’infecter les cellules quiescentes ou en prolifération, la durée
d’expression du transgene, la nécessité d’intégration du transgene dans le génome de

I’héte, la toxicité du vecteur et enfin son immunogénicité. Tous ces parameétres doivent

étre méticuleusement étudiés abbrdés car la moindre erreur sur 1’un d’entre eux

pourrait conduire a un échec. Aujourd’hui, le plus important obstacle de 1’application

de la thérapie génique dans la clinique est le développement de vecteurs sirs et

efficaces pour transférer le matémggnétique dans les cellules [343].
Plusieurs modeles de systemes viraux de transfert de genes existent, mais les

adénovirus, les virus adémssociés et les rétrovirus sont plus couramment utilisés

pour la thérapie génique. Ce chapitre est centré sur les rétrovirus et plus spécialement
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sur les lentivirus (du latitentus lent), une famille de rétroviryzincipalement utilisés

par notre équipe de recherche dans notre projet préclinique pour le traitement de
I’hypercholestérolémie familiale. Les caractéristiques, les avantages ainsi que les
récentes ameliorations des lentivirus seront analysés. Enfin, leur réle en thérapie

génique ainsi que leurs applications en clinique seront discutés.

3.1 Les vecteurs rétroviraux

3.1.1 Généralités
Les rétrovirus (Retroviridae) constituent une famille hétérogéne de virus a enveloppe,
a développement exclusivement cellulaire, affectant les organismes vertébrés [344]. La
réplication du génome des rétrovirus, molécule ARN monocaténaire, par un
intermédiaire d’ADN double brin intégré dans le génome de la cellule héte (provirus)
constitue la spécificité des rétrovirus. Les vecteurs dérivés de rétrovirus se sont révélés
comme trés prometteurs pour la thérapie génique [345]. Il y a deux sous-familles de
rétrovirusselon la classification du Comité International de Taxonomie des Virus: les
orthorétrovirus (Orthoretrovirinae) et les spumarétrovirus (SpumaretroWirfiB4g].
Précédemment, sur la base de criteres de pathogénicité, 1’ancienne classification
distinguait trois sous-familles : les rétrovirus oncolytigues (Oncovirinae, pouvant
induire des sarcomes, carcinomes, lymphomes et leucémies), les lentivirus
(Lentivirina@ et les spumavirus (Spumavirinae, virus non pathogénes qui provoquent
infections inapparentes chez les animaux) [347]. Les lentivirus sont des virus
pathogeénes initialement isolés chez D’animal. Ils sont responsables
d’immunodéficiences et des maladies neurodégénératives acquises a évolution lente.
Les virus d’immunodéficience humaine de type 1 et 2 (Human Immunodeficiency
Virus 1, VIH-1; Human Immunodeficiency Virus 2, VIH-2) appartiennent a cette
famille [348-351].
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3.1.2  Cycle cellulaire des rétrovirus
Les rétrovirus ont un cycle de réplication relativement sin(plgure 13). Sa
compréhension a joué un role décisif dans le choix de ces vecteurs dans la thérapie
génique. Le virion rétroviral pénétre dans la cellule par fusion de 1’enveloppe virale
avec la membrane plasmique de la cellule héte. Au cours de la migration virale vers le
noyau, la rétrotranscriptase virale (transcriptase inverse) transcrit le génome viral en
ADN bicaténaire et lin€aire au sein d’'un complexe nucléoprotéique (complexe de pré-
intégration). La réverse transcription comprend un mécanisme avec GeursSx
moléculaires de la transcriptasevdrse de I’extrémité 5° vers I’extrémité 3’ de la
matrice virale, aboutissant a la duplication des séquences situées aux extrémités de
I’ARN viral. Ce mode de réplication a pour conséquence de produire un ADN viral
double brin linéaire significativementiys long que le génome viral aux extrémités 5’
et 3°. Les séquences répétées, en tandem, aux extrémités de I’ADN viral résultant de
ce processus sont nommées « longues séquences répétées terminales » (Long Terminal
RepeatsLTR).

Fusion
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transfert
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Figure 13.Cycle réplicatif des rétrovirus.
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Les complexes proviraux pénétrent dans le noyau des cellules hbétes par deux
mécanismes trés différents. L’entrée nucléaire des oncorétrovirus simples se produit
uniquement lorsque ’enveloppe nucléaire est désorganisée, clle est par conséquent
dépendante de la prolifération des cellules hétes. En revanche, certains rétrovirus
complexes, comme les lentivirus, peuvent entrer dans le noyau de cellules en arrét
mitotique, par un mécanisme d’import actif a travers les pores nucléaires. Ces
différences jouent un réle trés important sur le choix du type de vecteur rétroviral qui

se faiten fonction de 1’état du cycle cellulaire des cellules ciblées.

Apres I’entrée dans le noyau, I’ADN rétroviral s’intégre et se maintient théoriquement
indéfiniment dans le génome de la cellule héte sous forme intermédiaire de provirus. A
partir de la forme intermédiaire provirale le rétrovirus transcrit les nouveaux ARN
viraux constituant a la fois I’ARN génomique et la matrice pour la synthese des
protéing de structure de la particule rétrovirale. Cette forme intermédiaire d’ADN

mime les génes du génome nucléaire des cellules hbtes et détourne la machinerie
enzymatique d’expression génique de ces dernicéres pour 1’expression de leur propre
programme génétique. Les éléments de séquences rétrovirales agissant en cis,
nécessaires au controle de la machinerie transcriptionnelle de I’hdte pour permettre
I’expression génique a partir d’un provirus, sont situés dans les LTR proviraux. Les
rétrovirus a génome comple possédent des facteurs additionnels agissatraes

jouant un rdle d’activateurs de la transcription provirale. Enfin, aprés synthese des
protéines virales dans le cytoplasme de la cellule hote et ’assemblage de la particule
rétrovirale, les virionsont libérés dans ’espace extracellulaire par bourgeonnement,

sans destruction de la cellule.

3.1.3  Structureet organisation génomique des rétrovirus
Les particules rétrovirales ont une forme variable, allant d’une forme sphérique a une
forme pléiomorphe. Les virions mesurent de 80 a 100 nm de diamétre. lls sont
constitués d’une enveloppe, d’une nucléocapside et d’une capside. La capside virale

est entourée d’une bicouche lipidique, dérivée de la membrane plasmique de la cellule
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hote et dont la composition est proche de cette derniere. Cette membrane lipidique
contient la glycoprotéine rétrovirale. La capside forme une coque protéique renfermant
un complexe nucléoprotéique (nucléoide) comportant le génome rétroviral. La capside
contient le génme rétroviral diploide, constitu¢é de deux molécules d’ARN
monocaténaire et de protéines régulatrices et a activité enzymatique, nécessaire a
I’infection de la cellule hote, propres a chaque rétrovirus. La taille des monomeres

d’ARN génomique varie selon les rétrovirus entre 7000 et 11000 nt.

Tous les rétrovirus possedent trois genes codant pour les protéines virales majeures
gag, poletenv. Gag code pour les protéines de structure du virion, formant la matrice,
la capside et le complexe nucléoprotéiqiRnl code pour les enzymes virales
essentiellescommela transcriptase inverse et I’intégrase. Enfin, env code pour la

glycoprotéine de 1’enveloppe virale (Figure 14).

Les rétrovirus a génome simple, dont le prototype est le virus de la leucémie de
Moloney (Moloney Murine Leukemia Virus), ne contiennent que les genes codant pour
les protéines majeures. En revanche, les rétrovirus a génome complexe comme les
lentivirus, dont le prototype et I’VIH-1, possédent en plus des génes accessoires et de
régulation(Figure 14). L’expression de tous les provirus rétroviraux est régulée au

niveau transcriptionnel par les séquences contenues dans les LTR, spécifiques a
chaque rétrovirus. Aprés traduction des messagers viraux, les protéines virales
synthétisées et les ARN génomiques, non épissés, sont assemblés dans les particules
virales libérées dans le milieu extérieur par bourgeonnement a partir de la membrane

plasmique.

3.2 Les lentivirus

3.2.1  Caractéristiques et structure des lentivirus
Les lentiviris sont constitués d’une famille de rétrovirus a génome complexe

présentant des similitudes dans leur structure génétique, le cycle de réplication et les

74



INTRODUCTION Chapitréll : Les vecteurs lentiviraux

pol
NRE
/
b
NFAT NF-kB  Spl TATA TAR
400 -300 -200 -100 +1 +100
U3 R Us

Figure 14. Organisation du génome du VIH-1 et de sa séquence LTR. gag (group specific
antigen) : protéines de structure ; pol (polymérase) : transcriptase inverse, protéase, intégrase
env (enveloppe) : Gpl120, gp4l (fusion); tat (Transactivator): régulateur positif de la
transcription ; rev (regulator of viral expression) : export des transcrits non épissés hors du
noyau ; vif (viral infectivity): empéche la désamination de I’ADN viral ; vpr (viral protein

R): transport de I’ADN au noyau, augmente la production virale et controle le cycle
cellulaire) ; vpu (viral protein U) réduit I’expression du CD4 ; nef (negative-regulation
factor): augmente  [D’infectivité et  réduit D’expression du CD4 (dans
http://archimede.bibl.ulaval.ca/archimedef/fichiers/22933/ch02.html).

interactions biologiques avec leur hotes respef3if§, 317]. lls sont responsables du
déeveloppement de maladies lentes et progressives chez leurs hotes respectifs [316]
Chez I’homme, les lentivirus VIH-1 eVIH-2, affectant le systéme nerveux central et

le systéme immunitaire, entrainent a long terme une neurodégénérescence et
provoquent le Syndrome de I’Immunodéficience Acquise (SIDA) [348, 352, 353]. I

est étonnant que ces deux virusVlel-1 isolé et séquencé au début des années 1980
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[348-350, 354, 355] et IFIH-2 isolé quelques années plus tard en Afrique de I’Ouest
chez des patientes atteintes du SIDA [351, 356], soient trés distincts en ce qui
concerneleur séquence génomique [357, 358], la fonction de certaines de leurs

protéines virales et dans leur pathogénif3&9-361].

Les vecteurs lentiviraux sont dotés de plusieurs caractéristiques les qualifiants
d’excellents candidats pour les approches de thérapie génigqiez I’Homme [362,

363] : large capacité de clonage, intégration stable dans le génome des cellules cibles,
absence des réponses immunes et surtouttiofe des cellules quiescentes. Les
premiers vecteurs lentiviraux ont été dérivéesWi-1 [318, 364-366]. Cependant
méme si les vecteurs dérivés Wi -1 présentent un grand intérét pour la thérapie
génique, leur innocuité est une préoccupation majeure. Les risques potentiels de
recombinaisons du virus et de génération subséquente de lentivirus pouvant se
répliquer Replication Competent Lentivirug362], ont mené au développement de
vectairs dérivés d’autres lentivirus [367-377] Cependant, jusqu’a présent la majorité

des systemes lentiviraux de transfert de génes ont été développés sur lavieisé de

car il est de loin le lentivirus le plus étudié et le mieux caractérisé [378, 379]
Aujourd’hui, plusieurs vecteurs dérivés de VIH-1 sont utilisés dans des essais
clinigues pour différentes maladies, comme Ig-thalassémie et
I’adrénoleukodystrophie [380-382].

Les génomes des lentivirus, comme ceux de tous les autres rétrovirus, ont conserveé les
trois genes gag, pol env[317, 383]. Mais contrairement aux rétrovirus a génome
simple, les lentivirus contiennent en plus une série de genes régulant le cycle réplicatif
viral (tat etre\) et des facteurs de virulence variables selon les différents lentivirus

(par exempleypr, vif, vpuet nef pourVIH-1) (Figure 14).

Une des caracteéristiques remarquables des lentivirus est leur capacité a infecter les
cellules quiesentes [384-386]. Cette propriété en combinaison de leur intégration
stable dans le génome nucléaire de la cellule héte en a fait des outils trés attractifs pour

le transfert de génes in vitmt in vivo [387, 388] dans différents types de cellules :
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neurones, hépatocytes, myocytes [318, 389-391], cellules photoréceptrices de la rétine
[392], cellules souches hématopoiétiques [318, 364, 366, 393-395], cellules
pancréatiques [396kellules de 1’épithélium des voies respiratoires [397] ou plus
récemment cellules souches embryonnaires [398-400]. Cette capacité des lentivirus a
infecter d’une manicre efficace les cellules quiescentes résulte notamment d’une
spécificité du génome lentiviral : la prése d’une deuxiéme séquence polypurine en

position centrale (central polypurine tract, opgi plus de celle présente a la limite 5’

du LTR 3’ commune a tous les rétrovirus. Cette séquence se situe a la région de pol

codant pour I’intégrase de VIH-1 et d’autres lentivirus [355, 358, 401, 402]. Gapt

crée, au cours de la transcription inverse du génome ribonucléique des lentivirus en
ADN double brin, un deuxiéme site d’initiation de la synthése du brin (+) [403, 404].

Cette étape différencie les lentivirus des autres rétrovirus. La synthése discontinue du
brin (+) de I’ADN proviral par la reverse transcriptase est initiée au niveau de deux

tracts de polypurines [403-40d]e brin (+) en amont, initié a partir du 3’ppt, est

allongé jusqu’au cppt et par déplacement de la synthése du brinujasen site voisin

localisé 80 a 100 nt en aval, dénommeé site de terminaison c&eralél termination
sequenceCTS). Le CTS est extrémement efficace dans la terminaison d’élongation de

I’ADN par la reverse transcriptase ddH-1, alors que la reverdeanscriptase fait
seulement une pause au niveau du CTS, en absence de déplacement de la synthése du
brin [409-411] L’étape se termine par un déplacement de la synthése du brin
d’environ 99 nucléotides au centre du génome, générant une structure d’ADN en triple

hélice, avec des segments de deux brins positifs chevauchants, le troisieme formant un
battant flap) [409, 412] Méme si il n’est pas essentiel pour la réplication de VIH-1
sauvagein vivo [413], la synthese de c#ap central parait importante pour la
réplication deVIH-1 dans les cellules quiescentes, étant donné que les mutants altérant

sa formation sont déficients pour la réplication [404, 409].

Cette structure en triple hélice est impliquée dans la translocation du complexe viral de
préintegration du cytoplasme vers le noyau, a travers les pores nucléaires §14]. L
complexe de préintegration délH-1 peut pénétrer dans le noyau via les pores

nucléaires par un mécanisme actif grace a des sighaux de localisation nucléaire [415-
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419]. En effet,VIH-1 posséde plusieurs signaux distincts, partiellement redondants,
chacun individuellement ayant la capacité de diriger la translocation du complexe
intermédiaire de préintégration a travers le pore nucléaire. Ce mécanisme d’import
actif serait également le mécanisme principal d’import du complexe de préintégration

dans les cellules en cycle [420].

3.2.2  Les vecteurs lentiviraux développés a partir de VIH-1
Le développement de vecteurs lentiviraux dérivésvie-1 a constitué un grand
challenge. La pathogénicité de ce virus est trés importante et il était nécessaire de créer
des virus incompétents pour la réplication. Les vecteurs lentiviraux non réplicatifs de
base sont dépourvus de tous les géenes lentiviraux. Le vecteur lentiviral contient les
sequencegis régulatrices nécessaires au transfert de génes : les LHR(dignal
d’encapsidation lentiviral), la séquence de réponse Rev (Rev Response Element, RRE),
les tracts polypurines et I’unité de transcription transgénique. Les systemes lentiviraux
d’encapsidation apportent en trans les protéines virales, de structure et enzymatiques,
requises a 1’assemblage des particules virales non réplicatives fonctionnelles, dans les
cellules productrices et les facteurs nécessaires a l’infection productive dans les

cellules cibles.

3.2.3  Récentes améliorations des vecteurs lentiviraux
Une avancée trés importante, qui a permis 1’utilisation des lentivirus en sécurité, a été
la génération des vecteurs lentiviraux « antmEtivés» (Self-INactivating, SIN)
dérivés deVIH-1. Ceci a été effectué dans deux laboratoires par délétion soit d’un
segment de 133pb ou pratiquement la totalité¢ de la région U3 (400pb) du LTR 3’ du
vecteur [421, 422]De cette fagon, 1’activité transcriptionelle du LTR qui pourrait étre
délétére si I'intégration provirale conduisait a la dérégulation involontaire de geénes
cellulaires a été surpasspi3]. Les vecteurs lentiviraux de type SIN ne possedent
aucune activité transcriptionnelle a partir daomoteur situé¢ dans le LTR 5’ dans les
cellules hotes. En méme temps, aucune perte significative dans les titres viraux n’a été
observée. Ces résultats ont été un pas trés important vers la construction de vecteurs

sars et applicables en clinique. Les vecteurs lentiviraux de type SIN présentent aussi
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un risque réduit d’activation insertionelle d’oncogénes cellulaires [424]. Un dernier
avantage de ces vecteurs est la possibilité de concevoir des lentivirus recombinants,
dont |‘expression est tissue-spécifique et régulée par des systémes inductibles

tétracycline-dépendants [425, 426].

L’efficacité d’expression des transgenes codant pour les protéines thérapeutiques est
une condition primordiale pour la réussite des approches de thérapie génique. Pour
atteindre cet objectif, des éléments m@gulateurs, intervenant soit au niveau de la
transcription, soitw niveau des modifications pastascriptionelles de I’ARN dans le

noyau ou le cytoplasme ou bien sur la demiet 1’activité de la protéine exprimée,
peuvent étre incorporées dans le vecteur. Trois types de maislégulateurs ont
montré une importance particuliére) les sites d’épissage (placés en amont de la

région non traduite et qui promottent I’export de I’ARNm et sa traduction) [427-431];

ii) les éléments d’export nucléaire d’ARN rétroviraux (constitutive RNA transport
element} [432-436]; iii) les éléments de régulation post-transcriptionnelle des virus de
la famille hepadnavirus (hepadnaviral posttransctiptional regulatory element), comme
le Woodchuck Hepatititis Virus Posttrancriptional Regulatory Element (WPRE) qui
permet d’une fagon trés efficace d’augmenter significativement I’expression des
transgeénes en agissant indépendamment de la transcription ou de 1’épissage et pourrait
améliorer 1’expression du transgeéne par modification de la polyadénylation, I’export

nucléaire de I’ARN ou sa traduction [437-439].

Un autre objectif principal de la thérapie génique hépatique, en particulier in vivo, est
I’expression tissu-spécifique du transgene thérapeutique. Le transfert de gene sélectif
peut étre atteint par la transduction spécifique des hépatocytes par un virus portant une
protéine d’enveloppe permettant la reconnaissance de récepteurs a la surface des

cellules parenchymateusg!0] ou bien en utilisant un virus recombinant dérivé d’un

virus hépatotropique [441Pour les lentivirus, dont le tropisme naturel n’est pas
hépatique, les deux stratégies envisageables sont la substitution de la protéine
d’enveloppe par une protéine enveloppe hétérologue d’un virus hépatotropique ou

alternativement le ciblage de I’expression transgénique au niveau transcriptionnel avec
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des promoteurs hépatospécifiques. Aujourd’hui, cette derniere stratégie est I’option de

choix pour obtenir une expression hépatospécifique du transgene. Initialement, des
promoteurs viaux ont été utilisés pour exprimer les transgenes [442]. Mais si ce
promoteur était exprimé in vitro, il était rapidement réprimé in vivo [443,.444]
L’activit¢ de promoteurs viraux initialement étudiés €tait trés hétérogéne et
I’expression du transgéne a été souvent atténuée ou méme éteinte a long terme in vivo

[443, 445-448] C’est pourquoi d’autres promoteurs ont été évalués pour leur capacité

a maintenir 1’expression des transgenes in vivo de maniere hépatospécifique. Les deux
promoteurs privilégiés initialement ont été le promoteur du géne de 1’albumine [89,

321] et le promoteur du géne codant poUW1AT humaine [449-451]D’autres
promoteurs hépatospécifiques présentent également un intérét potentiel, comme celui
du géne humain de I’apolipoprotéine All (apoAll) [452], de I’hémoplexine [445], le

gene de la transthyrétine murine [88] et les promoteurs de cytochromes P450 humains
et murins [453].

Un probléme majeur qui a émergé apres les premiers protocoles cliniques de thérapie
génique a été le risque de mutagenése insertionelle. La survenue de deux événements
particulierement graves en 2002 et 2003 a entrainé la suspension temporaire de
nombreux protocoles de thérapie génique en cours a travers le monde. Deux enfants
traités dans le cadre du protocole de thérapie génique pour I’'immunodéficience sévére
combinée de type 1 liée au chromosome X (Xlinked Severe Combined
Immurodeficiency Type 1, X-SCIOJ mené a I’hopital Necker de Paris ont présenté

des symptomes de syndrome lymphoprolifératif aigu, liés au transfert de génes [454-
456] Deux ans apres I’annonce de ces deux premiers cas, alors que d’autres essais
analogues se déroulaient en parallele en Grande Bretagne et atidridatst que par
ailleurs aux Etat®Jnis le proces concernant le jeune homme décédé cing ans plus tot
au cours de 1’essai de thérapie génique pour le déficit en OTC se terminait [121], le
groupe de Paris a annoncé avoir diagnostiqué un troisieme cas de leucémie résultant
également du transfert de genes [457]. Ce fut les premiers cas de transformation
maligne iatrogéne. L’analyse des clones lymphoblastiques des deux premiers cas de

leucémie a émis I’hypothése qu’ils résultaient d’événements de mutagenése
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insertionelle dans le locus LMO2, un facteur de transcription nécessaire a
hématopoiése normale [458-463] le premier cas de leucémie dans 1’essai clinique
Parisien a été considéré comme un incident isolé [4GAhonce du deuxiéme cas a

eu un impact retentissant au niveau international. Tous les essais cliniques similaires
en cours en Europe et en Amérique du Nordéatmmeédiatement suspensl(i463-

465] Méme si aucun effet indésirable n’a été observé dans les essais cliniques
similaires pour le traitement d’une autre forme de SCID (ADA-SCID) [466] ce revers

a soulevé de sérieuses inquiétudes concernant 1’innocuité de cette approche [467].

Jusqu’a I’annonce de deux cas de leucémie, 9 sur 11 malades traités étaient considérés

comme guéri$463]. La survenue des leucémies était en partie surprenante car aucune
étude préclinique utilisant cette approchez I’animal n’avait constaté une tendance
I’oncogenése. Ces événements on eu un impact global trés négatif vis-a-vis de la
thérapie génigtl A cette méme époque il a été découvert qu’encore un enfant traité

dans le cadre de ce protocole clinique, ne présentant aucune pathologie clinique,
portait la méme intégration rétrovirale dans le locus LMO2 [468]. En 2084ai
clinigue a repris en France et aux Efdtss avec des précautions supplémentaires et
un suivi plus strict des patients [469]. Les trois cas de transformation maligne
iatrogene, ont clairement illustré le risque de mutagenese insertionelle due a
I’intégration de vecteurs rétroviraux, menant a la réévaluation des données
expérimentales des essais précliniques et cliniques impliquant des vecteurs rétroviraux.
Plusieurs études in vitret in vivo ont été conduites depuis et ont éclairci le probleme

de mutagenése insertionnelle [470-477fintégration préférentielle des vecteurs de
type MLV dans les régions proches des promoteurs augmenterait le risque
d’oncogenése pour plusieurs raisons [478]: le vecteur pourrait interagir directement
avec un promoteur ou une séquence régulatrice et ainsi modifier 1I’expression du geéne ;

le promoteur rétroviral pourrait luix€me contrdler I’expression du géne ; 1’intégration

du vecteur pourrait modifier la structure locale de la chromatine et ainsi influencer
indirectement 1’expression du gene. En revanche, les lentivirus recombinants, dont
I’intégration se fait sans une préférence particuliere pour les régions d’initiation de la
transcription, seraient moins prédisposés a la mutagenése insertionnelle. Ces études

ont montré que I’intégration des vecteurs dérivés des oncorétrovirus et des lentivirus
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pouvait conduire a une mutagenese insertionnelle mais cieli&entrainerait pas
forcement une prolifération cellulaire maligne. Une explication a été proposée par le
groupe de Claudio Bordignon [479]. Les intégrations interférant avec le
fonctionnement normal des cellules seraient déléteres, plutbét que de promouvoir une
expansion clonalén vivo. En outre, il serait également impmt d’évaluer non
seulement les effets de I’intégration provirale, mais aussi les effets secondaires de
I’expression du transgéne [480]. D’autre part, le vecteur serait soumis a I’influence de

son environnement qui pourrait perturber son fonctionnement. Il est important de
rechercher des approches permettant d’isoler le vecteur de son environnement et cela
indépendamment de son site d’intégration. Les insulateurs sont des séquences d’ADN
régulatrices, agissant s, dont lerdle est de protéger I’activité d’un promoteur de
I’interférence des éléments de régulation environnants [481]. lIs ont été identifiés dans
différents espéeces [482, 483]. Parmi les insulateurs connus le plus étudié est le cHS4
du Locus Control RegiofLCR) du géne de If-globine de poulet [483]L’étude de

ce LCR a permis d’identifier des segments de quelques centaines de kilobases
suffisantes pour attribueie protection contre 1’extinction du transgéne a long terme

in vitro [484] C’est pourquoi plusieurs équipes ont eu recours aux insulateurs dans un
contexte rétroviral ou lentivirain vitro et in vivo [400, 485-488]L’¢élément de
séquence cHS4 du LCR de la globine de poulet posséde deux propriétés définissant un
insulateur. il prévient I’effet d’un enhancerexterne sur un promoteur, lorsqu’il est

placé entre les deux, et il forme une barriere contre 1’effet de position sur le

chromosome lorsqu’il encadre le géne rapporteur intégré.

3.2.4  Les vecteulgntiviraux dans la thérapie génique du foie
Les hépatocytes primaires adultes de nombreuses espéces de mammdefé89-
491], souris [320, 321, 492], lapin [58], porc [493, 4944t de ’Homme [490, 495]
ainsi que des cellules progénitrices hépatiques humaines [496] et de rat [491] comptent
parmi les nombreux types de cellules primaires permissives a la transduction par des
lentivirus recombinants dérivés 8H-1. Ce caractéristique des vecteurs lentiviraux
combinée a leur capacité d’intégration stable dans le génome des cellules transduites a

favorisé le développement et la mise au point de nombreux protocoles de transduction
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d’hépatocytes in vivo. Mais initialement les conclusions des diverses études sur la
transduction des hépatoegtin situ par les vecteurs lentiviraux étaient controversées.
Tandis que certains résultats laissaient penser que la transduction efficace des
hépatocytes in vivo nécessiterait leur mise en cycle [497] et que la séquestration des
particules lentivirales par les cellules de Kupffer [498] handicaperait une telle
approche, 1’équipe de Luigi Naldini a montré un niveau élevé de transduction
d’hépatocytes de souris aprés administration systémique de lentivirus [321]. Mais cette
équipe a également mis en évidence la transduction de cellules hépatiques non
parenchymateuses et une dissémination systémique des particules virales, en
particulier dans la rate et la moelle osseuse. Ultérieurement, ils ont montré que
I’expression ubiquitaire de transgenes, soit a localisation intracellulaire (GFP ; Green
Fluorescent Prote)rsoit exprimant une protéine sécrétée dans la circulation générale
(hFIX), aprés administration systémique chez I’animal immunocompétent €tait limitée

par I’induction d’une réponse immune de type humorale et cellulaire spécifique au
transgéne. La mise en place de cette réponse immune menait a 1’¢limination
progressive des cellules transduites dans le cas de la GFP ou du produit du transgéne
comme hFIX, lorsque celui-ci est excrété dans la circulation [49@kptession
hépatospécifique a limité la réponse immune dans les deux cas (GFP et hFIX)
permettant I’expression stable du transgéne. Parmi les explications avancées étaient la
faible expression des transgeénes dans les cellules présentatrices d’antigénes ou un effet
tolérogeneinduit par I’expression hépatospécifique du transgéne [500, 501]. La
protection conférée par 1’expression hépatospécifique était toutefois incomplete. Une
variabilité inter-souche et inter-individu a été observée. Ainsi, un promoteur
hépatospécifigue n'a pas empéchme réponse immunitaire cytotoxique éliminant les
hépatocytes transduits. Une fuite de I'expression du transgéne a partir du promoteur
hépatospécifique dans les cellules présentatrices d'antigenes serait responsable de
I'induction d'une réponse immune. Les risques potentiels de dissémination systémique
non contrdlée du lentivirus suggerent que le développement d’approches de thérapie
génique ex vivo serait préférable pour le foie, afin de permettre la transduction
sélective d’hépatocytes et pour diminuer le risque d’une réponse immunitaire contre le

transgeneconsécutive a la transduction accidentelle des cellules de Kupffer in vivo.
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Cette approche a été utilisée par quelques équipes dans le cadre des projets pour le
traitement des MMHH.

CONCLUSIONS

Actuellement, les vecteurs lentiviraux s’imposent comme les vecteurs de référence et

sont largement utilisés dans des applications nécessitant une expression wstable d
transgene long terme. Les perspectives de développement comprennent entre autres
la mise au point de méthodes de production de lentivirus a grande échelle, la mise au
point des stratégies d’intégration ciblée des lentivirus Bamélioration de 1’expression

ciblée des vecteurs lentiviraux in vivlu cours des derniéres années, 1’intérét pour les

vecteurs lentiviraux dans de nombreux modeles de thérapie génique n’a pas faibli,
notamment dans les modeles de traitement des maladies héréditaires corfime les
thalassémie$502], la maladie de Fabry [503], la mucopolysaccharidose de type |
[504], le syndrome de Crigler-Najjar de type | [505] ou les dystrophies musculaires
[5086].

Des vecteurs lentiviraux sont méme récemment entrés en application clinique. Les
procédures de production, de purification et les tests de biosécurité des lentivirus
recombinants ont été adaptés aux normes GMP (Good Manufacturing Practices) et ont
été finalement approuvés par les autorités sanitaires américaines [507, 508]. Mais pour
I’instant les études impliquant des lentivirus se sont généralement arrétées a un niveau
préclinique et les premiers essais cliniqguessaide phase I/ll anti/IH de VIRXSYS

aux Etats-Unis [509], essai de phase I/l pour les hemoglobinopatfiies (
thalassémie/drépanocytose) @enetix Pharmaceuticala Paris [380, 381], essai
phase I/l pour’adrénoleucodystrophie liée au chromosome X a 1’hopital de Saint-

Vincent de Paul a Par{882, 510]- pourront éventuellement démontrer 1’intérét réel

et le potentiel de vecteurs lentiviraux egréipie génique clinique.
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CHAPITRE IV

TRANSPLANTATION D’HEPATOCYTES :

MOYENS D’AMELIORATION DE LA PRISE

DE GREFFE HEPATOCYTAIRE
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L’efficacité limitée de la transplantation d’hépatocytes isolés dans le traitement des
MMHH semble liée au faible pourcentage de la masse hépatocytaire reconstituée par
les hépatocytes définitivement greffés et fonctionnels. Ce faible pourcentage
d’hépatocytes transplantés fonctionnels expligue en partie les résultats incomplets
détaillés dans le chapitre II de D’introduction. Dans la majorité des cas, une
amelioration clinique transitoire a été parfois observée ainsi que des résultats
métaboliques incomplets [281, 284, 290]. Parallelement aux premiers essais cliniques,
de nombreux modeles animaux ont été développés pour étudier les facteurs pouvant
augmenter le pauentage d’hépatocytes greffés. Ces modéles se sont déveleplmin

trois axes i) induction de la prise de greffe pane importante Iésion hépatique ; ii)
manipulations génétiques visant a augmentesipacité de prolifération d’hépatocytes
destinés a la transplantation ; iii) moyeddnduction de régénération hépatique
suffisante pour améliorer la prise de greffe debules transplantéedl a été méme
souvent nécessaire d’utiliser une combinaison de ces techniques pour induire une prise
de greffe hépatocytaire [511, 512]. La totalité de ces expériences ont fait remarquer le
réle essentiel de la régénération hépatique pour la réussita densplantation
d’hépatocytes et ont aussconduits a 1’émergence de deux notions fondamentales de

cette approche : kespace physiologique » et Kavantage sélectif [278, 513].

4.1 Induction de la prise de greffe hépatocytaire par une importante

|ésion du foie receveur

Plusieurs modeles viserdt détruire ou a léser les hépatocytes natifs et créer ainsi un

« espace physiologique » pour le développement des hépatocytes transplantés.
Certains modeles associent la destruction des hépatocytes natifs a une stimulation de la
régénération hépatiquet une augmentation de la prise de greffe hépatocytaire

Cependant, ces modéles ne sont en aucun cas transposeblédomme.
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4.1.1 Modeles de destruction physique et/ou chimique
L’induction d’une toxicité hépatocytaire aigué du foie receveur par I’utilisation du
tetrachlorure de carbone (CCl4) crée unespace physiologique » pour le
développement des hépatocytes transplantés et favorise ainsi leur prolifération [514,
515]. Dix jours apres la transplantation d’hépatocytes isolés dans des foies de souris
traitées au CCl4, leur nombre était 4 fois plus élevé que chez les souris controles
[516]. Ceci était bien le résultat de la multiplication des hépatocytes transplantés car
leur nombre était initialemenidentique dans les deux groupes. L’utilisation de
phénobarbital associée au CCI4 induit une cirrhose avec une insuffisance
hépatocellulaire chronique. Dans ces condititmsansplantation d’hépatocytes isolés
a permis chez le rat une amélioration des fonctions métaboliques et une prolongation
de la survie des animaux ayant une cirrhose décompensée irréversibl[aiifts
agentsont été étudiés comme les rayons X. Le préconditionnement du foie receveur
par la radiothérapie seule ou associée a une hépatectomie [518] ou a une ischémie
hépatique transitoire [519] a montré une amélioration des résultats de la

transplantation d’hépatocytes dans ces modéeles animaux.

4.1.2 Inhibition du cycle c8ulaire des hépatocytes natifs

La rétrorsine est un alcaloide qui provoque un arréh geolifération des hépatocytes

en phase G2 et G2/M tout en maintenant leur potentiel métabolique [520]. Le blocage
de la proliféréion des hépatocytes de 1’hote permet de « défavoriser » ceux-Ci en
présence d’un stimulus de la régénération hépatocytaire. Des rats recevant la rétrorsine
survivent ainsi a une hépatectomie de 70% tout en créant un stimulus régénératif
exclusivement digé vers les cellules transplantées. En deux mois, a partir d’une
transplantation de 1 a 2 millions d’hépatocytes positifs pour la protéine CD26 dans des

rats déficients pouka méme protéine, 40 a 60% d’hépatocytes étaient remplaces par

les cellules transplantées chez des rats femelles et plus de 95% chez les males [521]. Il
est donc possible de repeupler le foie grace un systeme impliquant un inhibiteur de
mitose et un stimulus régénératif. L’utilisation simultanée de la rétrorsine et d’une
destruction chimique du foie receveur par du CCIl4 chez la souris ou le rat [511]

provoque aussi une destruction des hépatocytes natifs et un blocage de leur
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prolifération. Cette association a permis une prolifération principalement des
hépatocytes transplantés et la repopulation par ces derniers de 50 % du foie receveur
[512]. Une autre association utilisée est celle de la rétrorsine avec des hormones ou des
facteurs de croissance. Ainsi I’hormone T3 a démontré son potentiel de stimulation de

la repopulation de foies de rats traités par teorgéine en remplacant en partie le role

de I’hépatectomie [522]. Récemment, une équipe japonaise a montré que des cellules
souches ou des cellules progénitrices hépatiques transplahté&edes rats traités par

la rérorsine pouvaient se différencier en hépatocytes matures et conduire a une

repopulation partielle du foi&23].

4.2 Manipulations génétiques

Il s’agit des modeles expérimentaux qui conférent un « avantage seélectif » aux
hépatocytes transplantés. Ces modeéles soit imitent certaines MMHH soit &isent
augmenter la capacité de prétiftion d’hépatocytes destinés a la transplantation

Toutefois, ils ne peuvent pas étre appliqués chez I’Homme.

4.2.1 Modeles de « génotoxicité » du foie receveur
Ce sont principalement les modéles animaux correspondant a certaines maladies
métaboliques héréditaires du foie humaiDde nombreux modéles de souris
transgéniques ont permis d’établir la notion que les hépatocytes adultes transplantés ne
proliféraient que dans des situations ou ils avaient un avantage sélectif/prolifératif sur
les hépatocytes résidents [524]. Les souris mdr2-/- sont le modele animal de la
cholestase intrahépatique familiale progressive. L’absence de sécrétion des
phospholipides dans la bile de ces animaux provoque une toxicité hépatocytaire. La
transplantation d’hépatocytes mdr2+/+ permet une repopulation stable de 21% du foie
des souris mdr2-/- et permet ainsi un retablissement de la sécrétion de phospholipides
[525]. Les souris déficientes pour la FAH, modele de la tyrosinémie de type I, ont été
utilisées par plusieurs équipes pour étudier la localisation des hépatocytes transplantés
et suivre le repeuplement du foie par les hépatocytes FAH+ [225, 227]. La

transplantabn de seulement 1000 hépatocytes « corrigés » a permis la reconstitution
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du foie déficient prouvant ainsi que les hépatocytes transplantés possedent un
important avantage prolifératif par rapport aux hépatocytes n&dedgren et al.

[526] ont développé en 1991 un modele de souris transgéniques en introduisant le gene
de I'urokinase (uPA) sous controle du promoteur de I’albumine, souris Alb-uPA. Ces
animaux mourraient de saignements incontrolés et leur foie présentait des signes
d’inflammation, de nécrose et un faible nombre d’hépatocytes matures. Cette équipe a
démontré la repopulation du foie de ces souris par des hépatocytes normaux [527]. La
méme équipe a par la suite prouvé la complete reconstitution du foie de souris Alb-

uPA immunodéficientes par la xé&rmmsplantation d’hépatocytes de rat [528].

4.2.2 Augmentation de la compétitivité des hépatocytes transplantés

Certaines études ont visé a augmenter la capacité de prolifération des hépatocytes
destinés a la transplantation. L’amélioration du potentiel prolifératif des hépatocytes
transplantés les rend plus compétitifs par rapport aux hépatocytes natifs. Le géne
p27%! ed un régulateur de kinases cycline-dépendantes et joue un réle de régulation
négative de la prolifération cellulaire. L utilisation des hépatocytes provenant de souris

knockout pour le géne p3%* a montré un niveau élevé d’activité de synthése d’ADN

de ces hépatocytes en culture. La transplantation de ces hépatocytes isolés montre une
meilleure prolifération in vivo et un repeuplement du foie suffisant pour prévenir une

insuffisance hépatique chez des souris FAH [529].

Une équipe francaise a utilisé des hépatocytes de souris transgéniques pour le géene
Bcl2 et donc résistants lors de leur transplantation dans un foie de souris ayant des
injections hebdomadaires d’un anticorps agoniste Fas dans le but d’induire une
apoptose massive du foie. Les hépatocytes endogenes sont donc lésés et les
hépatocytes transplantés sont résistants grace a 1’expression de Bcl2. Cette étude a
donné aux hépatocytes transplantés un avantage sélectif par rapport aux cellules

endogeénes permettant une repopulation du foie de 1’ordre de 10 a 16% [530].
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4.3 Moyens d’induction d’une régénération hépatique et d’une

amélioration de la prise de greffe hépatocytaire

La capacité remarquable de régénération du foie suitne lésion est connue depuis
des siécles [531P¢s I’ Antiquité, cette capacité était mentionnée dans la mythologie
grecque a travers la punition infligée au Titan Prométhé&@as pour avoir dérobé

le « savoir diviny (le feu sacré de I’Olympe) et I’avoir transmis a I’humanité et ainsi
nousavoir enseigné la civilisation et les arts. Proméfaéenchainé par Héphaistos
a un rocher au sommet du Mont Caucase, exposé aux ragidants du soleil ou un
aigle (ouun vautour, selon les sources) lui dévorait le foie avant de s’envoler a la
tombée de lanuit (Figure 15). Selon le mythe, le foie régénérait en une nuit
seulement, renouvelant ainsi de jour en jourcddvaire di supplicié jusqu’a ce

qu’Hercule le délivre de nombreuses années plus tard [532].

Figure 15. lllustration retrouvée sur un vase ancien représefganythe de Prométhée.
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La régénération hépatique est la capacité du foexanstitueisa masse tissulaire et

sa fonction hépatiquaprés une agression telle qu’un traumatisme, uneésection
partielleou une occlusioportale. Cette régénération ne se fait pas dans le sens d’une
reconstitution anatomiqude la partie Iésée majdutot d’une reconstitution de la

masse hépatocytaire globaletiale dans le but d’une normalisation de la fonction
hépatique. Apres une hépatectomie partielle par exemple, le lobe réséqué du foie ne
se reconstitue pas; a la plade tissu hépatique résiduel s’hypertrophie pour
retrouver le volume total initia[533, 534]. Le volume hépatique optimal est
prédéterminé et finement régulé [238, 535]. Une fois ce volume atteint, la
régénération s’arréte. Il est intéressant de noter que dans une transplantation
hépatique orthotopique chez bdhme, le greffon régénére rapidement s’il est de

petite taille, alors qu’il s’atrophie s’il est de trop grand volume par rapport au
receveur. Le foie est ainsi capable de retrouver son volume optimal par rapport a la
masse corporelle et ceci par un €équilibre entre d’une part la synthese d’ADN et les

mitoses et d’autre part probablement parl’apoptose.
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Figure 16. Schéma récapitulatif de la régénération hépatigee ks difféerents facteurs de

croissance et cytokines activés et impliqués.
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Cette réegénération se déroule en plusieurs phases se succédant sur un mode de cascade
orchestrée par le relargage @dytokines, de facteurs de croissance puis d’inhibiteurs
(Figure 16) sans que les mécanismes impliqués dans 1’arrét de croissance ne soient

completement élucidés [533, 536-541].

La régénératiomépatique débute avecphase d’initiation ou d’induction. La majorité

des hépatocytes sont a I’état de base quiescents et requierent une « amorce » pour
déclencher leur division. Un certain nombre de facteurs impliqués dans la régénération
sont présents dans la circulation, méme lorsque celle-ci n'est pas stimulée, suggérant
que les hépatocytes ne réagissent pas a ces fagteuksrsqu’ils sont initi¢s. Cette
premiere étape est commandée par une série de genes, qui agissent dans les minutes
suivant ’hépatectomie. Précocement au cours de cette premiére phasarglage de
certaines cytokines induit une activation génique appropriée. Les cellules de Kupffer
secretent I&umor Necrosis Factos-(TNF-a), ainsi que 1’Interleukine 6 (IL6) [542-

544] (Figure 17). Le TNF-a se retrouve rapidement en grande quantité dans le sang
suivi par I’IL6. Chez des souris invalidées pour le géne du récepteur au TNF-a, une
hépatectomie partielle induit une sévere insuffisance hépatique due a un manque de
régénération545, 546] Seule I’injection d’IL6 permet de restaurer un phénotype

normal. Le TNFe induit 1’activation d’un facteur de transcription, le NF-kB qui cible

le géne de I’IL6 dans les cellules de Kiipffer. L’IL6, ainsi produite, se retrouve dans le

sang a dedites concentrations et induit 1’activation de STAT3. Chez les souris
invalidées IL6", la régénération est anormale au niveau de son amplitude qui est 4 & 5
fois plus faible, de plus I’activation du facteur STAT3 est réduite ce qui démontre son

implication dans la mise en cycle des hépatocytes [547].

La phase suivante de régénération hépatique, phase de progression ou de régénération
proprement dite est dépendante de la synthese de facteurs de croissance. Les
molécules les plus importantes sont I’Epidermal Growth Factor (EGF), le
Transforming Growth Factewr (TGF-o) et I’Hepatocyte Growth FactdHGF) [548]

(Figure 18).
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Figure 17. Evénements survenant dans les premiéeres 60 minutes aprées hépatectomie partielle

(d’apres Mangnall et al, Liver Int 2003 [548]).

IMMEDIATE DELAYED EARLY CELL CYCLE GENES DNA REPLICATI
) EARLY GENES , GENES MITOSIS .
«—[m]—»
c-tos, c-jun,
junB, c-myc | P& b
PAK1 +—— —>
PEAK ' cyclin-D1, E, C, ras .
STAT-3 7
cyclin-A
cyclin-B
+— [er | p Lt
0 4 8 20 48 h
' TGF-o. v .
MAX
IN TGF-B
TGF-B
RECEPTOR
L Go G ( s , M

Figure 18 Evénements survenant entre 1 et 48 heures aprés hépatectomie paidjeite (

Mangnall et al, Liver Int 2003 [548]).
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Le récepteur a I’EGF serait présent sur tous les types cellulaires hépatiques et son

nombre doublerait quelques heures aprés une hépatectomie. L’EGF serait donc un des
premiers facteurs actif dans la régénération hépatique. [BAB(GF semble initier le
processus de réplication des hépatocytes et accentuer 1’action du TGF-a dont la
production semble étre induite par le TNFLe TGFa est synthétisé sous forme d’un
précurseur de 160 acides aminés dans les hépatocytes et fonctionne de facon autocrine.
I1 est donc assimilé a un pseudo récepteur avant d’étre clivé en une forme active de 50

acides aminédl présente une homologie de 30% avec ’EGF et se fixe donc sur le
récepteur a I’EGF avec une affinité 4 a 5 fois plus faible. Cependant, son action sur la
réplication de I’ADN des hépatocytes est supérieure a celle de ’EGF [550, 551].

L HGF est principalement produit par les cellules de Ito mais aussi par les cellules de

Klpffer et les cellules endothéliales [552]. Dans les premiéres heures suivant
I’hépatectomie, la concentration d’HGF et d’urokinase plasmatique augmentent
rapidement. L’urokinase peut ainsi se fixer a son récepteur présent sur les hépatocytes.

Sa concentration est maximale une heure aprés hépatectomie chez le rat [548]. Cette
liaison entraine une activation du plasminogeéne en plasmine qui active a son tour des
métalloprotéases telles que la collagénase qui dégradent la matrice extracellulaire pour
rélarguer de nombreuses protéines. Aiti$IGF séquestré est libéré, ce qui permet un

clivage de ses monomeéres pour former de 'HGF actif [553]. Ce dernier induit
I’expression de son propre récepteur c-met et de celui de ['urokinase dans les

hépatocytes ce qui permet une amplification du signal.

La régénération hépatique sans contrble coadua une hypertrophie du foie.
Cependant, cet organe est doué d’une homéostasic finement régulée
vraisemblablement par uneduction d’apoptose compensatrice, qui est la derniere
phase de la régénération hépatique [537, 554]. Quelques études ont permis de

déterminer que les hépatocytes, en réponse aux facteurs de croissance EGF et HGF,
produisent de 1’activine A et que les cellules de Ito secrétent du TGF-B1 ainsi que
deux membres de la famille des T@GRFaceurs d’apoptose [555-557]. Les cellules de

Kupffer et les cellules endothékal produisent de I’interleukine-1 qui semble
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participer également au contrdle négatif de la régénération hépatique [558]. Alors que
I’étude des phases de régénération a permis d’identifier un certain nombre de facteurs
impliqués dans ce processuke contrble moléculaire exact de cette apoptose

compensatrice reste ened élucide{548].

Il existe de nombreux procédés pour induire une régénération hépatique et favoriser
ainsi une augmentation de la prise de greffe et la prolifération des hépatocytes

transplantés

4.3.1 Facteurs de croissance

Une régénération hépatique peut étre induite en injectant des facteurs de croissance.
En 1996, le Keratocyte Growth Factor (KGF) a été utilisé chez la souris [559].
Quarantehuit heures apres 1’injection de KGF la prolifération hépatocytaire, mesurée

par I’incorporation de BrdU, était augmentée de 40 fois. En 1998, Patjin et al ont
injecté a des sourised’HGF pendant 5 jours (5 mg/Kg/jour) [560]. La masse
hépatique a augmenté de 240 Le pic de prolifération pendant I’injection d’HGF,

mesuré a 1’aide du BrdU, était a 48 heures. Kosai et al [561], chez le rat, omtussi

induit une régénération hépatique en injectant 5 fois 500 mg/kg de rHGF. Récemment,
notre équipe a montré que l’injection de HGF juste avant la transplantation
d’hépatoblastes humains chez des souris nouveau-nés induit le transfert des
hépatoblastes des espaces portes au parenchyme hépatique [562]. Les résultats de ces
études expérimentales utilisant des facteurs de croissance paraissent intéressants. lls
doivent cependant étre tempérés et considérés avec réserve. En effet, les quantités
importantes d’HGF nécessaires dans ce modéle animal rendent les procédures
difficilement transposables a I’Homme (5 mg/kg correspond a 350 mg pour un
Homme de 70 kg). De plus, il existe potentiellement un risquenc@e&ne apres
administration de facteurs de croissance a fortes doses [561, 563]. Une autre étude
chez le chien a utilisé une perfusion paertdd faibles doses d’HGF (0,25 pg/kg) et
démontrait une augmentation de la synthése d’ADN et du poids du foie. Cependant

dans cette étude la perfusion d’HGF était associée a une hépatectomie de 30% [564]
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Dans notre modele de primaté&pjection de 25 pg/kg d’HGF par voie portale induit

une régénération hépatocytaire (résultats non publiés).

4.3.2 Heépatectomie partielle et régénération hépatique

L’hépatectomie de 70% été la résection hépatique la plus utilisée chez 1’animal. Elle
constitue le modele de référence pour I’é¢tude de la régénération hépatique par
hypertrophie compensatrice. Aprés hépatectomie, les segments hépatiques restants
s’hypertrophient pour permettre a 1’organe d’atteindre sa taille initiale. La prolifération
des hépatocytes commence au niveau des zones périportales pour s’étendre vers les
zones péricentrales [565]. Chaque hépatocyte effectue en moyenne une a deux
divisions puis chaque type de cellules non parenchymateuses entre a son tour en

division (Figure 19).

[ || == hépatocytes
|I | == cellules biliaires

I | cellules de Kiipffer
| 1 === cellules endothéliales

% de cellules en division

Jours aprés hépatectomie de 70%

Figure 19. Cinétique de régénération des différents typesiledies apres hépatectomie de
70% chez le ratd’apres Michalopoulos et al, Sciend®97[539]).

Plusieurs études ont évalué la cinétique de régénération apres hépatectomie pour
différentes espéces animales [541]. La régénération compléte prend plusieurs jours et
pendant cette période les cellules ne se divisent pas toutes en méme temps. Il existe de

facon plus ou mommarquée selon 1’espéce, un pic de régeénération pendant lequel un
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nombre maximal de cellules entrent en méme temps en division. L’ensemble des
données montre qu’il existe une importante variation inter-espéce sur le moment et le
niveau du pic de prolifération. Chez la souris, le pic de division des hépatocytes apres
hépatectomie est a 48 heures [566, 56Tz le rat, le pourcentage d’hépatocytes en

division est plus important entre 20 et 24 heures apres une hépatectontie (€85

Chez le chien, la synthése d’ADN est maximale trois jours apreés une hépatectomie

[569]. Chez cet animal, il a été montré que la cinétique de régénération était la méme
apres hépatectomie de 72% et de 44%, mais que la régénération, mesurée par la
synthése d’ADN estimée par incorporation de thymidine tritiée, était quatre fois plus
importante aprés urtepatectomie de 72% que déél4

4.3.3 La ligature portale partielle
Les résultats insuffisants obtenus a ce jour apréssplamtation d’hépatocytes
pourraient étre améliorépar stimulation intense de la prolifération des dedu
transplantées dans le foi€hez 1’animal, le mod¢le d’une hépatectomigartielle a
été largement utilisé dans ce but [566, 567, 568} Il a été montré qu’une
hépatectomie de 70% esipable d’induire une régénération hépatique suffisante
[541]. Cependant, la #éisation d’une hépatectomie de 70% est une intervention

majeure qui ne pewn aucun cas étréalisée dans cette indication chez I’Homme.

L’occlusion portale partielle estine approche moins invasive. Cette obstruction
portale peut étre provoquée pareuligature chirurgicale ou par une embolisation
endoluminale &’aide de produits variés et combinék’occlusion d’une branche de

la veine porte est utilisée en clinique pour augmelgevolume du foie résiduel
avant hépatectomie dales cas de canceepatique [57%95]. La morbidité de cette
approche reste faiblé.a technique la plus rependue en clinigse I’embolisation

portale par voie percutanée transhépatique mais il n’existe aucun argument pour la
privilégier a la ligature portale en terme de régénération hépatique, sous réserve de
ne pas tarder a réaliser une hépatectomie en cdigyatare portale du fait du
développement d’une circulation collatérale porto-portale[577, 596]. En effet, trois

études rétrospectives ont montré que la cinétique et le degré d’hypertrophie des
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territoires respectés étaient compdes dans les deux groupes des malades [589-
591]. En clinique, le choix entre la ligature et I’embolisation portale dépend de la
stratégie chirurgicale et le geste d’exérése de la tumeur hépatique : une embolisation
portale est utilisée quand 1’hépatectomie peut étre faite en un temps et une ligature
portale lorsqu’on opte pour une résection hépatique en deux temps (meétastases

hépatiques synchrones ou bilobairgs)7].

Plusieurs études expérimentalest montré que la transplantation d’hépatocytes
réalisée en association a I’induction d’une régénération hépatique par ligature portale
partielle, stimulait la prolifération des hépatocytes transplantés et permettait une
correction plus efficace et a long terme des déficits métabol{G0e$97, 598]1l a

été montré que la ligature portale réalisée avatratesplantationd’hépatocytes était

plus efficace qu’une ligature faite 24h apres la transplantation et plus efficace qu'une

transplantation de 20 fois plus de cellules sans ligature p¢5@dé

Notre équipe a réalisplusieurs études en utilisant cette approdie.1997, nous
avonsrapporté que la ligature portale de 70% chez le rat induisait un maximum de
prolifération hépatocytairet régénération hépatiquantee 24 et 44 heures avec un
nombre d’hépatocytes en division d’environ 12% [600]. Quatre ans plus tard, nous
avons obtenu chez le macaque Cynomolgus un taux maxiheuoellules greffées
représentant au mieux 2% ed la masse hépatocytaire totale apres
I’autotransplantation de 400 millions d’hépatocytes génétiquement modifiés dans le
foie [513]. Ce pourcentage étanvp faible pour s'attendre a un résultat métabolique
guelconque, nous avons mis au point et évalué la régénération hépapides
territoires non ligaturéspres ligature portale de 70% dans le méme modele de
primate. Aprés ligature de la branche portale gawthae celle du secteur antéro-
médian droit, nous avoreonstaté ungrolifération hépatocytaire faible, qui variait
entre0.1% et 5.3% dans les lobes non ligaturégfre 20). Nous avons ensuite
réalisé une évaluation volumétrique des lobes ligaturés eligaturés deux mois
apres la ligature portale par une IRM hépatiquevdleme des lobes non ligaturés a

augmenté de 36% du volume du foie total a 56% apyatiteportak. Quatre singes
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ont eu une transplantation d’hépatocytes apres ligature portale. Ils ont bien toléré
I’intervention et la transplantation d’hépatocytes isolés. Les hépatocytes étaient
marqueés par un colorant nucléaire fluorescent le histeou marquégénétiquement
(transkrt du gene Lac Z exprimant pagalactosidase). Le pourcentadj&épatocytes

greffés 7 et 15 jours aprés la transplantation était faible, de 1’ordre de 0,5 a 1.5%.

Figure 20. Hépatocytes en division ayant incorporé le Brdip@s aprés ligature portale

partielle chez le macaque

Malgré la standardisation de chaque étdpeaotre protocole d’autotransplantation
d’hépatocytes chez le primate, nos résultats en utilisant la ligature portale comme
moyen d’induction de la régénération hépatique ont été décevants en termes de
prolifération hépatocytaire et de pourcentaljeépatocytes transplantés. Le faible
stimulus régénératif induit par la ligature portpbatielle pouvaiétre expliqué par la
formation de collatérales intra-parenchymateuses eteprise de la vascularisation
portale distale a la ligature. Nous avons observph#momene sur les portograhies
précoces (J7) de certains singes. Une étude faitelelmac a également démontré
une recanalisation compléte du territoire portaltliga [601]. Cette recanalisation a

aussi été rapportée en clinique humaine due a des ecalkg portales chez un
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malade qui a eu une ligature portale droite en vue d’une hypertrophie gauche et qui a

nécessité par la suite uambolisaipon portale[596].

4.3.4 L’embolisation portale partielle
L’embolisation portale partielle (EPP) est un procédé pouvant permettre une
obstruction endoluminale Baide des différents produits (éthanol, colle type « fibrin
gluey, particules d’alcool polyvinyle et coils, association des particules de n-butyl-
cyanoacrylate et d’huile iodée) [602-607]. A la différence de la ligature portale, cette
obstruction concerne bien dans la majorité des cas les branches distales plus que les
proximales d’un territoire portal. En clinique, les indications d’une EPP avant une
hépatectomie pour cancer du foie reposent principalement sur la volumétrie du volume

fonctionnel résiduesurscanner abdominal injecté.

L’efficacité de I’EPP en clinique est appréciée par 1’augmentation de ce volume a

guatre semaines apres la procédure, moment ou la régénération hépatiqgue a presque
atteint son m@mum. En effet, il a été montré en clinique que la régénération
hépatique suite a une EPP définitive chez des patients non-cirrhotiques est composée
par une période précoce de régénération intense qui dure 3 semaines, suivie par une
période de stable augmentation (plateau) du volume résiduel fonctionnel hépatique
(Figure 21) [608].

Broering et al en 2002 ont comparé 1’embolisation a la ligature portale avant une
hépatectomie droite étendue et ont montré une hypertrophie plus importante du lobe
gauche et une durée d’hospitalisation plus courte aprés EPP [583]. Dans un plan
expérimental, des études ont montré une hypertrophie plus importante du volume
hépatique respecté aprés EPP qu’aprés ligature portale chez le lapin, le porc et le
macaque [278, 609, 610]. Plus récemment, trois études rétrospectives ont mentré qu
la cinétique et le degré d’hypertrophie des territoires respectés étaient comparables
dans les deux groupes des malades E8B: Cependant’EPP reste moins invasive

que la ligature portale, elle ne nécessite pas une anesthésie geneérale et elle est utilisée
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en cliniquepour induire une atrophie d’un territoire hépatique avant sa résection et une

hypertrophie du foie résiduel.
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Figure 21. Cinétiquede I’augmentation du volume du foie résiduel fonctionnel et degré
d’hypertrophie aprés EPP chez des patients non-cirrhotiques. La zong@len bleu (J22-
J56) illustre la période stable (platgalurant laquelle I’augmentation du volume hépatique
résiduel était tres faible (dans Ribero et al, Br ig007 [608]).

C’est pour ces raisons que nous avons gtér I’EPP dans nos projes expérimentaux
d’autotransplantation d’hépatocytes isolés. En 2006, nous avons publié une étude sur
huit singesqui ont eu une EP par une colle biologique (I’Histoacryl® ou n-butyl-
cyanoacrylate) [278]. Un singe au débatotre expérience est mort d’une thrombose

portale compléta cause d’un reflux de colle dans le secteur postérieur du foie droit.
Les sept autres animaux ont bien supporté tout le protocole expérimental. La pression
était monitorée pendant I’embolisation et la transplantation des hépatocytedleE
s’¢levait légérement pour revenir progressivement au chiffre de base. L’¢tude
histologique a court terme ne montrait pas de phénomene inflammatoire important ; on
observait une dilatation des sinusoides les premiers jpués 1’embolisation. Les
biopsies hépatigues a 9 mois montraient une architecture hépatique normale sans
signes d’hyperplasie nodulaire régénérative. La régénération hépatique était plus
importante qu’apres ligature portale du méme territoire. Le pourcentage d’hépatocytes

en division était de 23.5% a J3 et 11.2% a J7 dans les segments non embolisés. Cette
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prolifération hépatocytaire était donc importante et précoce, elle était maximale trois
jours aprés I’embolisation et diminuait progressivement. Cette cinétique de

régénération était en accord avec ce qui a déejdéet®ntré dans un modeéle de porc ou

la plus grande part de la régénération avait eu lieu avant J12 [611].

Trois singes ont eu par la suite umeataransplantation d’hépatocytes isolés aprés EPP

a 'Histoacryl®. Le protocole expérimental ittie suivant : lobectomie latérale gauche

pour I’isolement des hépatocytes, cathéterisation chronique de la veine porte, EPP,
marquage des hépatocytes au Hoechst puis autotransplant@iame chambre
implantable mise en sous cutané et reliée au cathéter foewmbiopsies hépatiques

ont été faites 7 et 15 jours apres la transplantation. Nous avons noté une nette
amélioration du pourcentage d’hépatocytes marqués qui variait entre 8 et 12% apres
EPP par rapport a 1 a 2% apres ligature portale. Ce pourcentage est resté stable entre
J7 et J15 témoignant de la prolifération de ces hépatocytes transplantés a la méme
vitesse que les hépatocytes résidents. Cette prolifération des hépatocytes transplantés a
été prouvée sur des coupes histologiques sénegguées au Hmhst et au BrdU

(Figure 22). Nous avons également prouvé I’intégration de ces hépatocytes par un
marquage de la connexine-32, protéine des jonctions intercellulkigasd 23). Ce
marquage a été retrouvé entre les hépatocytes transplantés mais aussi avec les

hépatocytes résidents.

=

Figure 22. Effet de IEPP sur la prise de greffe hépatocytaire. Image de fluorescence directe

(a gauche) et de superposition fluorescence-microscope optique (a droite). Hépatocytes
marqués aloechst 15 jours aprés EPP a I’Histoacryl® sur coupe hépatique d’un lobe non-
embolisé. La fleche indique un espace po#teges Dagher et al, Transplantation 2006
[278]).
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Figure 23. Marquage de la connexine-32, protéine des jonctions intercellulaires
retrouve entre les hépatocytes transplantés mais aussi avec les hépatocytes résidents.
(d’apres Dagher et al, Transplantation 2006 [278]).

Lesrésultats que nous avons obteapues autotransplantation d’hépatocytes grace a
uneEPPpréalable étaient tres encourageaBiseffet, il est connu qu’un pourcentage
d’hépatocytes normaux de ’ordre de 7 @ 8 % est capable de rétablir une fonction
métabolique [278]. Notre approche, en nous permetddatteindre cet objectif,
pourrait étre une approche trés prometteuse dans le traitement des MMHH et
notamment dans notre protocole de thérapie génique pour le traitement de

I’hypercholestérolémie familiale.

CONCLUSION

Méme s’il existe de nombreux procédés pour favoriser la prise de greffe hépatocytairge

peu d’entre eux sont transposables a I’Homme car ils présentent des risques importants
ou mal évalués. Parmi les procédés visant a favoriser la prise de greffe et la
prolifération des hépatocytes transplantés, la ligature portale partielle pourrait avoir un
intérét mais reste invasiv&ependant, I’EPP est une technique moins invasive que la

ligature portale et couramment utilisée aujourd’hui en clinique. Son important effet sur
I’amélioration de la prise de greffe hépatocytaire démontré dans nos études
expérimentales, font de ’EPP une technique envisageable dans le cadre d’un essai

clinique de transplantation d’hépatocytes pour le traitement des MMHH chez
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I’Homme. En effet, il est connu que le remplacement par des hépatocytes normaux de
5 a 10% des hépatocytes natifs peut suffire pour obtenir un résultat métabolique et
clinique. L’éventuelle utilisation de I’EPP dans notre protocole d’autotransplantation
d’hépatocytes  génétiquement modifiés ex vivo pour le traitement de
I’hypercholestérolémie familiale nous a conduit par la suite a centrer notre recherche
sur les moyens permettant de rendre ce protocole expérimental encore moins invasif.
Pou cette raison, nous avons remplddePP définitive par une EPP réversible ou

transitoire
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L’efficacité limitée de la transplantation d’hépatocytes isolés dans le traitement des

MMHH semble en pai liee au faible pourcentage de la masse hépatocytaire
reconstituée par les hépatocytes définitivement greffés et fonctionnels. De nombreux
modeles animaux ont été développés pour étudier les facteurs pouvant augmenter le
nombre et le pourceage d’hépatocytes transplantés. Cependant, la majoritécee
modeles ne sont pas transposables en clinique humaine car ils présentent des risques
importants ou mal évalués pour les patiern. plus, le traitement des maladies
métaboliques hépatiques ne nécessite pas une repopulation aussi importante du foie et
un pourcentage de l'ordre de 5 a 10%apatocytes normaux devrait suffire pour

assurer une fonction métabolique.

Les principaux objectifs de ce travail ont ététadier des moyens peu invasifs pour
induire une importante régénération hépatique et une prise de greffe hépatocytaire
significative dans le but de développer une nouvelle approche de transplantation
d’hépatocytes  génétiquement modifiés ex vivo pour le traitement de

I’hypercholestérolémie familiale.

Dans un premier temps, nous avons évdlgéfet d’'une EPP réversible sur la
prolifération hépatocytaire et la régénération hépatique chez le macaque. Ensuite, nous
avons appliqgué&ette EPP réversible pour évaluer la prise de greffe d’hépatocytes
transdhits par un vecteur lentiviral ainsi que 1’expression a long terme du transgéne
dans notre modele primate d’autotransplantation d’hépatocytes génétiquement
modifiés ex vivo. Ces deux études ont été tres importantes afin de pouvoir poursuivre
notre projet tinique pour le traitement de I’hypercholestérolémie familiale par

thérapie géniquex vivo dans le cadrdun essai clinique de phase I/11.
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Liver regeneration and recanalization time course

following reversible portal vein embolization

Panagiotis LAINAS, Lyes BOUDECHICHE, Angel OSORIO, Aurore
COULOMB, Anne WEBER, Daniéle PARIENTE, Dominique FRANCO,

Ibrahim DAGHER

(J Hepatol 2008; 49:354-362 [612])
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PRESENTATION DE L’ARTICLE

L’embolisation portale partielle (EPP) définitive est une technique
fréquemment utilisée chez I’Homme. L’occlusion d’une branche portale
par EPP définitive provoque des changements hémaniygues et la
sécrétion de meédiateurs humoraux qui induisent ummlifération
hépatocytaire dans le territoire hépatique non elisidoet une atrophie
du territoire hépatique embolisé [613]. Ainsi, aetttechnique est
couramment utilisée en pratique clinique avant la réalisation d’une
hépatectomie majeure, pour induire une augmentatisun volume
hépatique résiduel, particulierement en cas de foa¢hologique [576-
586]. L’EPP est préférée a la ligature portale car elle est considérée
comme moins invasive, ne nécessite pas une andsthgénérale et
n’entraine pas la création d’adhérences qui pourraient géner

I’hépatectomie a venir.

Nous avions montré dans notre modele de primate que 1I’EPP définitive
par1’Histoacryl® permetde concentrer les hépatocytes transplantés dans
le territoire non embolisé ed’induire leur prolifération, ainsi que celle
des hépatocytes résidents [278]. Les hépatocytassplantés participent
ainsi a la régénération du foie et leur pourcentdgénitif par rapport a
la masse hépatocytaire finale est significativemeatgmenté. La
prolifération hépatocytaire aprés une EPP défirdtidébute trés
précocement et la régénération des segments nomoksels se produit
essentiellement pendant les deux premieres semajfé8, 608, 611]
Dans le cas olu une résection ultérieuhe territoire embolisé n’est pas
effectuée, les risques de procédé d’obstruction veineuse définitive ne
sont pas évaluéslLe devenir d’un foie embolisé de fagcon définitive a

I’Histoacryl® et son évolution histologique ne somspconnus.
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De nos jours, la prise en charge des cancers dwe foécessite
freguemment plusieurs interventions (chirurgicales radiologiques)
[614, 615] L’utilisation d’un produit résorbable pour effectuer une EPP
réversible pourrait augmenter les possibilités thénapques ultérieures.
Cette technique pourrait aussi étre utilisée chex patients cirrhotiques
carla diminution de la fonction hépatique serait transitoire. Enfin, I’EPP
reversible pourrait étre utilisée dans toutes legplecations

thérapeutiques ou le foie embolisé ne nécessite pas d’€tre réséqueé.

Cependant, 1’efficacité de I’EPP réversible a induire une régénération
hépatique n’a pas encore été prouvée. L’EPP par un produit résorbabla
été utilisée dans quelques études rapportant ugéné@ration hépatique
insuffisante, probablement liée a une recanalisatiprécoce des
branches portales [616, 617]. Toutes ces équipéssaitent une gélatine
résorbable sous forme de bandes (strips). Cettatged en bandes peut
expliquer la recanalisation précoce des branchesapes, dufait d’une
embolisation proximale. Aucune de ces études necigedt la durée

exacte avant recanalisation portale.

Les buts de cette étude étaient donc :

1) d’étudier la cinétique de prolifération hépatocytairt la
régénération hépatique dans notre modéle préclimiqde
primate, en utilisant comme produit d’embolisation une gélatine
résorbable (Curaspon®) sous forme de poudre ;

i) de préciser la durée exactde recanalisation des branches
portales dans ce méme modele ;

iii)  de démontrer que I’EPP résorbable au Curaspon® poudre est une
bonne technique d’embolisation qui pourrait Sappliquer dans
notre projet cliniquede transplantation d’hépatocytes pour le

traitement de I’hypercholestérolémie familiale.

11C
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Background/Aims: Permanent portal vein embolization (PVE) is a widely practised technique. The use of an absorbable
material would be safer in clinical situations in which the embolized liver is not resected. We evaluated the efficiency of
reversible PVE in terms of liver regeneration and analyzed the precise time course of portal recanalization.

Methods: Nine monkeys underwent PVE of the left and right anterior portal branches using powdered absorbable mate-
rial. Repeated portograms were carried out until complete revascularization of the embolized liver. Hepatocyte prolifer-
ation rates were assessed by BrdU incorporation. Liver segment volumes were determined by CT scans performed
before embolization, then 1 month and 1 year after embolization.

Results: Reversible PVE induced significant hepatocyte proliferation in the non-embolized segments (13.5 * 1.0%,
10.5 £ 0.8% and 9.1 % 2.0% of cells on days 3, 5 and 7, respectively). One month after the embolization, the non-embolized
liver volume had increased from 38.4 * 1.3% to 54.8 £ 0.5% of total liver volume. Proximal and complete revasculariza-

tion occurred 6-8 and 12-16 days, respectively.

Conclusions: Reversible PVE efficiently induces liver regeneration. The use of absorbable material avoids long-term liver
scarring. Such material may be suitable for several clinical indications, including cell transplantation.
© 2008 European Association for the Study of the Liver. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Occlusion of one branch of the portal vein results in
hemodynamic changes and the upregulation of various
humoral mediators, leading to the atrophy of ipsilateral
segments and hypertrophy of contralateral segments [1].
This approach is used before major hepatectomy, to
induce hypertrophy of the remnant liver [2-6], particu-
larly in cases of injured liver [7-9]. Portal vein occlusion
may be achieved by percutanecous embolization or surgi-
cal ligation. Portal ligation induces significant hypertro-
phy of the non-ligated liver and is particularly
interesting in patients with synchronous bilobar liver
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metastases that cannot be completely resected within a
single hepatectomy [10]. A two-step procedure has been
proposed for these patients [11], and portal ligation can
be included in the first step [10,12]. More generally, pre-
operative portal vein embolization (PVE) is considered
less invasive, because it does not require general anesthe-
sia and avoids the risk of postoperative adhesions.

In clinical practice, a non-absorbable material is gen-
erally used for embolization, as it provides effective, per-
manent vascular occlusion. Long-term side effects are
not taken into account because the embolized liver is
generally removed. However, a multi-stage management
of hepatic malignancies, including radiological, percuta-
neous and surgical techniques, is becoming increasingly
common [13,14], and the use of an absorbable agent for
PVE may increase the number of treatment combina-
tions. For example, it might allow safer subsequent arte-
rial chemo-embolization in cases in which the tumor
spreads to the contralateral lobe. Reversible PVE may
also be more suitable for cirrhotic patients, as the asso-
ciated functional decline would be transient. In addition,
we have used PVE before hepatocyte transplantation, to
improve engraftment and induce hepatocyte prolifera-
tion in primates [15]. The use of an absorbable material
for PVE would certainly be safer in similar clinical situ-
ations in which the embolized liver is not resected.

However, the efficiency of transient PVE to induce
liver regeneration remains unclear. Liver regeneration
following permanent embolization occurs rapidly,
within 11-17 days [16-18]. The precise time course of
regeneration after PVE has been evaluated in experi-
mental studies showing early liver regeneration [15,19].
The use of reversible PVE to ensure vascular occlusion
over 2 weeks should therefore induce the required
hypertrophy without long-term deleterious effects.
Reversible PVE has been used in a few clinical and
experimental studies, but was reported to induce insuffi-
cient hepatic regeneration [20,21]. This was probably
due to early revascularization of the embolized portal
branches. Furthermore, none of these studies deter-
mined the precise time course of portal recanalization.

The aim of this study was to evaluate the effect of
reversible PVE, using the powdered form of an absorb-
able gelatin sponge, on hepatocyte proliferation and the
subsequent liver regeneration in a primate preclinical
model. The exact time course of vascular recanalization
was also assessed.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Nine female Macaca mulatta monkeys aged between 3 and 6 years
and weighing 3.6 £ 0.5 kg were used for the experiments. The animals
were housed at the Institut National de Recherche Agronomique

(INRA, Jouy-en-Josas, France) and tested negative for simian herpes
virus, SRV, SIV and STLV. They received humane care and none of
the animals was killed for experimental purposes. Experiments were
carried out in accordance with the European legislation on animal care
and experimentation [22].

2.2. Absorbable embolizing material

Reversible PVE was performed with the powdered form of an
absorbable gelatin sponge (Curaspon®, Curamedical, Zwaneburg,
The Netherlands). Curaspon powder was dissolved in a 4:1 mixture
of iodixanol (Visipaque® 320 mg/ml, Amersham Health, Pantin,
France) and saline. About 0.5 ml of this mixture was used for each
embolization step: (i) distal, and (ii) proximal embolization of the right
anterior portal branch, (iii) distal, and (iv) proximal embolization of
the left portal branch.

2.3. Reversible PVE and assessment of recanalization

Surgery was performed as previously described [15], under gen-
eral anesthesia. Acetaminophen was used for analgesia (10 mg/kg
orally every 6 h for 3 days). The inferior mesenteric vein was dis-
sected and a 3-F introducer was inserted. An initial portogram
was taken to map the portal branches before embolization
(Fig. 1A). A 3-F angiographic microcatheter (Terumo Progreat®,
Guyancourt, France) was then pushed through the portal vein dis-
tally into the left branch. The embolizing mixture was progressively
injected until complete obstruction of the distal branches was
achieved. The microcatheter was pulled back to the start of the left
portal branch and around 0.5 ml of the same mixture was injected
to complete obstruction of its proximal part. Distal and proximal
embolization of the right anterior branch were performed using
the same technique. Another portogram was then performed to
ensure the complete embolization and patency of the remaining por-
tal branches (Fig. 1C). Portal pressure was monitored throughout
embolization, and values before and after the embolization of the
right anterior and left portal branches were noted. The introducer
was then replaced by the 4.5-F venous catheter of a perfusion cham-
ber (Celsite® 4.5-F, Braun Medical, Boulogne-Billancourt, France),
placed subcutaneously in the left anterior thoracic region to make
repeated access to the portal vein possible.

Liver function tests, including aspartate aminotransferase (AST),
alanine aminotransferase (ALT), gamma glutamyl transpeptidase
(GGT), alkaline phosphatase and total bilirubin, were performed
before PVE, 4h after embolization and 1, 2 and 3 days after
embolization.

Portal recanalization was evaluated by successive portograms,
using the subcutaneous chamber. A portogram was taken every 48 h,
for each animal, until complete revascularization of the embolized liver
was achieved. The time required for proximal (first-order portal
branches) and distal (parenchymal) revascularization was noted.

2.4. Hepatocyte proliferation

Liver biopsies of the embolized and non-embolized segments
were performed on days 3, 5 and 7, and 6 months after emboliza-
tion. We assessed the progression of hepatocyte proliferation after
reversible PVE by bromodeoxyuridine (BrdU) incorporation on days
3, 5 and 7. BrdU (50 mg/kg) was infused via the subcutaneous
chamber 4 h before biopsies. Immunostaining was carried out with
a monoclonal anti-BrdU antibody (1:100 dilution; Bu20a, DakoCy-
tomation, Trappes, France). Binding of the mouse primary antibody
was detected with an indirect avidin-biotin peroxidase kit (DakoCy-
tomation, Trappes, France). The peroxidase reaction was developed
with 3’-diaminobenzidine (Beckman Coulter, Villepinte, France), and
sections were counterstained with hematoxylin. For each biopsy, we
analyzed 12 randomly selected sections, counting at least 800 hepa-
tocytes in total. The percentage of hepatocytes undergoing division
corresponds to the ratio of BrdU-positive hepatocytes to the total
number of hepatocytes.
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Fig. 1. Portograms (A) before reversible PVE with Curaspon powder, (B) after the embolization of the right anterior portal branch (RAB) and (C) after
the embolization of the left portal branch (LB). The right posterior portal branch (RPB) and the main branch for segment I (A) remain patent.

2.5. Volumetric analysis

The monkeys underwent helical CT scans before reversible PVE,
and then 4 weeks and 1 year after embolization. Serial scans were car-
ried out at 0.5 cm intervals and were enhanced with an intravenous
bolus injection of contrast. Volumes were assessed by two independent
observers using PTM3D volumetry software [23,24]. We measured
total, non-embolized (NE) and embolized (E) liver volumes. The pro-
portions of the total liver volume that were non-embolized and embol-
ized were calculated before and after embolization. Changes in NE and
E liver volumes were expressed as hypertrophy and atrophy ratios,
respectively. The following formula was used to calculate the hypertro-
phy ratio: (NE postPVE — NE prePVE/NE prePVE) x 100. Similarly,
the atrophy ratio was calculated using the following formula: (E preP-
VE — E postPVE/E prePVE) x 100.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Graph Pad Prism 4 Soft-
ware (San Diego, CA, USA). All data are expressed as means + SEM.
The Wilcoxon matched pairs test was used for comparisons, due to the
small sample sizes. p-Values < 0.05 were considered significant.

3. Results
3.1. Tolerance of the procedures

The embolization of the left and right anterior portal
branches was successfully carried out in all animals. A
moderate leak of Curaspon powder was noted in the
right posterior branch of one monkey, with no clinical
repercussions. None of the animals developed portal
vein thrombosis. One animal died on the day after sur-
gery, due to a hemorrhage from the inferior mesenteric
vein caused by the displacement of the catheter.

Portal pressure monitoring showed moderate
changes, from 7.6 &+ 0.8 mm Hg before embolization to
9.1 £ 1.4 mm Hg after the embolization of the right
anterior branch, 10.8 + 1.7 mm Hg after the emboliza-
tion of the left portal branch and 8.1 £ 1.1 mm Hg 2 h
after the end of surgery (Fig. 2A).

Serum AST and ALT levels increased transiently,
returning to normal values 3 days after embolization.

Serum bilirubin, alkaline phosphatase and GGT levels
did not change significantly (Fig. 2B).

Non-embolized segments were histologically normal
on days 3, 5 and 7, and 6 months after embolization.
Moderate sinusoidal dilation without cell necrosis was
observed in the embolized segments 3 days after PVE
(Fig. 2C).

3.2. Time course of recanalization after reversible PVE

Portograms taken immediately after embolization
confirmed the complete obstruction of the left and right
anterior portal branches, and the patency of the remain-
ing portal branches (Fig. 1C). The exact times of proxi-
mal and distal recanalization of the right anterior and
left portal branches are given in Table 1. The recanaliza-
tion of the proximal portion of the right anterior and left
portal branches (up to the first-order branches) occurred
after 6.7 + 0.4 and 7.5 4 0.3 days, respectively (Fig. 3B).
Complete revascularization of the embolized right ante-
rior and left liver lobes was observed after 12.5 + 0.7
and 13.7 4+ 0.6 days, respectively (Fig. 3C).

3.3. Time course of hepatocyte proliferation after
reversible PVE

Reversible PVE induced significant hepatocyte prolif-
eration in the non-embolized segments, as assessed by
BrdU incorporation (Fig. 4A). Proliferation rates were
significantly higher in the non-embolized liver segments
than in the embolized segments, at all time points:
13.54+1.0% vs. 1.3 +£0.5% on day 3, 10.5 £ 0.8% vs.
1.5+ 1.1% on day 5 and 9.1 +2.0% vs. 1.3 £ 0.6% on
day 7 after embolization (p = 0.03) (Fig. 4B).

3.4. Liver regeneration after reversible PVE
Changes in the liver volume after embolization were

assessed on CT scans (Fig. SA and B). Total liver vol-
ume was mostly unchanged by embolization
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Fig. 2. (A) Portal pressure values before reversible PVE (pre-PVE),
immediately after the embolization of the right anterior (RAB) and left (LB)
portal branches and 2 h after the end of reversible PVE (2 h post-PVE).
(B) Mean values of liver function tests before and up to 3 days after reversible
PVE with Curaspon. H, hours; D, days; AST, aspartate aminotransferase;
ALT, alanine aminotransferase; GGT, gamma glutamyl transpeptidase;
AP, alkaline phosphatase; BIL, total bilirubin. (C) Histological analysis of
the embolized segment I11 3 days after PVE. Hematoxylin—eosin staining of
a representative cryostat section of the embolized segment III showing the
presence of Curaspon in the portal vessel (arrow) and sinusoidal dilation with
no signs of necrosis 3 days after reversible PVE (magnification: 20 x). [This
figure appears in colour on the web.]

(71.0 £ 4.8 and 70.1 &= 4.2 ml before and 1 month after
embolization, respectively; p =0.74). The non-embol-
ized liver volume increased from 27.4 + 2.4 ml before
embolization to 384 +23ml after embolization
(» <0.01), whereas the embolized liver volume

Table 1
Time course of proximal and distal recanalization after reversible PVE

Proximal Distal recanalization

recanalization (days) (days)

RAB LB RAB LB
Monkey 1 8 8 16 16
Monkey 2 6 6 12 12
Monkey 3 6 8 12 14
Monkey 4 6 6 10 12
Monkey 5 8 8 14 14
Monkey 6 6 8 10 12
Monkey 7 8 8 14 16
Monkey 8 6 8 12 14
Mean + SEM 6.7+04 7.5+0.3 12.5+0.7 13.7£0.6

Abbreviations: PVE, portal vein embolization; RAB, right anterior
portal branch; LB, left portal branch.

decreased from 43.6 & 2.7 ml before embolization to
31.7 £ 2.0 ml after embolization (p <0.01) (Fig. 5C).
The percentage of the non-embolized liver volume to
the entire liver volume increased from 38.4 + 1.3%
before embolization to 54.8 £+ 0.5% after embolization
(p <0.01) (Table 2). The hypertrophy ratio of the non-
embolized liver was 40.1% and the atrophy ratio of the
embolized liver was 27.3%. Long-term volumetric anal-
ysis carried out 1 year after reversible PVE showed no
significant change in the non-embolized and the embol-
ized liver volumes (38.5 + 2.1 and 35.8 £ 0.9 ml, respec-
tively) with respect to those obtained 1 month after
embolization.

4. Discussion

PVE is frequently used in clinical practice to induce
hypertrophy of the remnant liver before major liver
resections for hepatic tumors or hilar cholangiocarci-
noma [2-7,25]. In such situations, permanent, non-
reversible embolization is carried out with agents such
as biological glue (cyanoacrylate) or absolute ethanol,
as the embolized part of the liver is removed during sur-
gery. However, new indications for PVE are currently
emerging in patients for whom resection of the embol-
ized liver may not ultimately be required. Temporary
regeneration may be sought in multi-step approaches
for liver cancer treatment, to improve cell and gene ther-
apy [15,19], or even to induce lobar liver hypertrophy in
living organ donors. In the present study, we evaluated
the time course of portal revascularization after tempo-
rary PVE with Curaspon powder — an absorbable agent
— and its efficiency for increasing hepatocyte prolifera-
tion and liver hypertrophy in a preclinical primate
model.

Our aim was to embolize a volume of the liver, sim-
ilar in percentage terms to that usually embolized in
patients (approximately 60% of liver volume after right
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Fig. 3. Portograms of monkey M3. (A) The recanalization of the proximal portion of the left (LB) and right anterior (RAB) branches at post-
embolization day 8. (B) Complete revascularization of the right anterior liver at post-embolization day 12. (C) Complete revascularization of the liver
2 weeks after reversible embolization. RPB, right posterior portal branch; A, main branch for segment I.

B Non embolized liver 0 Embolized liver

=y - Y -
(o] o L\V] £ o
1 1 1 L 1

% of BrdU-positive hepatocytes

1lm Lm

Day3 Day5 Day7
Post embolization

Fig. 4. Hepatocyte proliferation after reversible PVE. (A) Representative image of BrdU incorporation 3 days after embolization, showing numerous
dividing hepatocytes (magnification: 10x). (B) Mean percentage of BrdU-labeled hepatocytes in the non-embolized and embolized liver segments on days

3, 5 and 7 after reversible PVE. [This figure appears in colour on the web.]

PVE). The monkey species studied has a portal branch
distribution similar to that in humans, but with differ-
ent relative volumes of liver segments and lobes. We
therefore chose to embolize the left (30-35%) and right
anterior (25-30%) portal territories. We found that the
embolization of this volume with Curaspon powder was
well tolerated by monkeys, confirming previous results
with non-absorbable embolizing agents [15,19,26]. The
increase in portal vein pressure during and after embo-
lization with Curaspon was minor and transient, and
was similar to that observed in studies using non-
absorbable material [4,19,21,27]. No thrombosis of
the portal trunk was observed. Moderate leakage of
Curaspon during selective injection in one monkey
did not result in portal thrombosis, suggesting that
the small amount of gelatin sponge outside the embol-

ized territory was rapidly cleared. By contrast, the leak-
age of a non-absorbable agent may require angioplasty
[26] and may even result in death [15]. Changes in
serum transaminase levels were greater than those pre-
viously observed with cyanoacrylate in the same pri-
mate model [15]. The reason may be that Curaspon
powder reaches more distal branches of the embolized
segments than cyanoacrylate, resulting in more com-
plete and immediate obstruction of the vascular bed.
Nevertheless, the increase in serum transaminase levels
was transient and serum levels returned to normal val-
ues within 3 days. Liver biopsies 15 days after emboli-
zation showed no inflammatory reactions in the
portal spaces or hepatocyte necrosis. The use of Cura-
spon powder as an embolizing agent therefore proved
safe.
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Fig. 5. (A and B) 3D imaging of non-embolized (red) and embolized (blue) liver before (A) and 1 month (B) after reversible PVE in one monkey. (C)
Mean total, non-embolized and embolized liver volumes before (black) and after (white) reversible PVE. Hypertrophy and atrophy of the non-embolized
and embolized liver, respectively, were found to be statistically significant. (This figure appears in colour on the web.)

Little is known about the time course of portal
branch recanalization after embolization with absorb-
able material. In dogs, the complete recanalization of
the portal bed was observed 4-8 weeks after PVE with
large gelfoam strips. However, no intermediate results
were reported [21]. In our study, the time course of
recanalization was systematically evaluated by repeated
portograms. The obstruction of the embolized portal
segments remained complete for 6-8 days and recanali-
zation occurred from the large proximal vein down-

wards. The recanalization of the embolized portal
territory was complete after about 2 weeks. Our results
therefore suggest that the use of Curaspon powder
results in the wholly reversible embolization of the por-
tal branches.

Permanent obstruction of the portal branches is
known to induce hepatocyte proliferation in the non-
obstructed liver. It has been shown in our primate model
and, more generally, in both pigs and non-pathological
human livers, that hepatocyte proliferation occurs
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Table 2
Liver volumes before and after reversible PVE in monkeys

Liver volumes before PVE

Liver volumes after PVE

NE (ml) E (ml) NE/Total (%) NE (ml) E (ml) NE/Total (%)

Monkey 1 28.2 45.1 38.4 39.5 32.5 54.8

Monkey 2 32.6 53 38 44.9 38.4 53.9

Monkey 3 219 323 40.4 25.4 205 55.3

Monkey 4 24.8 43.7 36.2 4.1 34.5 55

Monkey 5 42.1 524 45 45 37.6 54.5

Monkey 6 219 475 315 334 30.6 522

Monkey 7 25.8 4.1 38 38.9 32.1 54.8

Monkey 8 2.2 33.1 40.1 37.9 27.7 57.8

Mean = SEM 274+24 43.6+27 384413 384423 31.74+2.0 548 4+0.5

Abbreviations: PVE, portal vein embolization; NE, non-embolized liver volume; E, embolized liver volume.

during the first 15 days following permanent PVE [15-
19]. Although the obstruction of the portal branches
was reversible and of short duration in our study, it effi-
ciently induced hepatocyte division in the non-occluded
liver segments. The rate of hepatocyte division peaked
3 days after embolization, decreasing thereafter. The
time course of proliferation after reversible PVE was
similar to that previously reported after permanent
PVE with cyanoacrylate in the same experimental model
[15]. The peak rate of hepatocyte division in the non-
occluded segments was high and similar to that usually
reported in the remnant liver after major hepatectomy
[28,29].

Based on the results obtained in dogs, embolization
with gelfoam was thought to be too transient for the
induction of liver regeneration [21]. Gelfoam has there-
fore been used in combination with polidocanol or small
coils, to ensure a sufficient embolization [20,30]. Our
results suggest that the temporary obstruction of the
portal branches with Curaspon powder results in hyper-
trophy of the non-occluded segments similar to that
observed during the definitive obstruction of portal
branches [7,14,20,21]. Hepatocyte division after revers-
ible PVE resulted in a significant increase in non-embol-
ized liver volume (approximately 40% in 1 month). In
our study, liver hypertrophy was not transient and
non-embolized liver volume did not decrease to pre-
embolization levels, even 1 year after PVE. The effi-
ciency of Curaspon powder may be related to the distal
nature of venous obstruction. The frequently used gel-
foam strips (10 mm x 1 mm) obstruct larger portal
branches, potentially leading to earlier reperfusion of
the embolized lobe. This may account for the inability
of PVE to induce compensatory liver hypertrophy in
some studies [20,21]. Embolization with Curaspon pow-
der could be considered to be the ultimate form of
embolization: very distal with no immediate possibility
of revascularization.

Partial portal occlusion by ligation or permanent
PVE is a safe and effective method for inducing long-
term regeneration of the non-occluded lobes of the liver

in humans [10,31]. Our experimental study demonstrates
the safety and efficacy of reversible PVE for inducing
hepatocyte proliferation and liver regeneration in the
non-embolized segments. The time course of portal
recanalization observed with Curaspon powder suggests
that this technique is of potentially great importance in
clinical practice, in situations in which short-term regen-
eration is required. For example, in multi-step manage-
ment of hepatic malignancies [32,33], the use of an
absorbable agent for embolization may well increase
the number of different treatment combinations possi-
ble. Reversible PVE may also be preferred in the man-
agement of patients without cancers, in whom the
embolized liver is not finally resected. This may well
be the case in hepatocyte transplantation, which repre-
sents an interesting alternative to liver transplantation
for the treatment of hereditary metabolic disorders
[34-39]. We previously studied PVE with cyanoacrylate
before hepatocyte transplantation. Permanent PVE
induced cell proliferation and improved hepatocyte
engraftment in primates [15]. The temporary blocking
of endogenous hepatocyte proliferation in the occluded
lobes following reversible PVE may provide a “physio-
logical space” for the transplanted cells. The 2-week
interval provided by the use of absorbable material for
PVE should therefore allow the engraftment of trans-
planted cells without generating long-term scarring of
the liver.

In conclusion, this is the first experimental report of
the successful use of reversible PVE for the safe induc-
tion of significant hepatocyte proliferation and liver
regeneration. These findings suggest that this method
could reliably be used for clinical purposes, particularly
in situations in which short-term regeneration is
required.
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DISCUSSION DE L’ARTICLE

Afin d’évaluer 1’effet d’une EPP réversible sur la transplantation
d’hépatocytes, nous avons utilisé notre modéle précliniquée primate.
Ce travail nous a permis d’évaluer la cinétique de recanalisation portale
suite a une EPP réversible par un produit résorbabd Curaspon® en
poudre ainsi que son efficacité d’induire la prolifération hépatocytaire et

I’hypertrophie du foie non-embolisé.

Notre but a été d’emboliser environ 60% du foie du singe 1’équivalent
en pourcentage dwolume hépatique d’une EPP droite chez I’homme.
Pour cela, nous avons décidé d’emboliser la branche gauche (30-35% du
volume hépatique) et la branche du secteur antértroit (25-30% du
volume hépatique) de la veine porte des 9 macadiecaca Mulatta)
L’EPP réversible par le Curaspon® a été bien tolérée par tous les
animaux, sans importante augmentation de la prespatale durant ou
apres 1’embolisation. Aucun cas de thrombose porte n’a été détecté.
L’augmentation du niveau des transaminases sanguines était plus
importante que celle observée dans notre précédente étude d’EPP par
I’Histoacryl®, un produit non-résorbable, chez le meémodéle animal
[278]. La raison pour cette différence peut étre que I’EPP au Cupaspon®
en poudreprovoque une obstruction veineuse plus compléte s’étendant des
branches portales principales jusqu’aux branches distales, de petits
calibres, ayant comme résultat une obstruction cletgpau niveau des
sinusoides et des plus importantes lésions direca@s niveau des
hépatocytes. Cependant, le niveau des transamin@aes notre étude est
revenu a la normale trois jours apreés l’intervention. Des biopsies
hépatiques effectuées 15 jours aprés I’EPP réversible ont démontré

I’absence des réactions inflammatoires dans les espaces portes ainsi que
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1’absence de nécrose hépatocytaire. Nous avons donc montré que I’EPP
réversible au Curaspon® poudre est une techniquisabde et sans

danger chez le macaque.

La recanalisation hépatique aprés EPP au Curaspan&é étudiée a
1’aide de portographies successives. L’occlusion des segments embolisés
restait complete pendant 6-8 jours et la recanaildosa survenaitde la
partie proximale de la veine vers les sinusoides Hecanalisatio
compléte du territoire portal était observée ennimbeux semaines apres
I’EPP. Nos résultats ont montré que I’EPP au Curaspon® poudre
provoque une occlusion portale partielle entiéremedversible qui dure
environ deux semaines, période durant laquelle lemre partie de la
regéenération hépatique est notée [278, 606, 608, 618].

Nous avons ensuite évalué 1’efficacité de I’EPP réversible a induire une
régénération hépatique. Dans notre étude, malgrééleersibilité et la
courte durée de 1’occlusion portale, elle a induit une prolifération
hépatocytaire importante dans les segments hépasiguwon-embolisés.
Cette embolisation a permis une prolifération héggtaire de 13.5%,
10.5% et 9.1% au®¥® 5°™° et 7™ jours, respectivement. Cette cinétique
est trés proche de celle que nous avosigenu par I’EPP définitive a
I’Histoacryl® dans le méme modéle animal [27&n plus, le taux
maximum de prolifération hépatocytaire dans nottedé est similaire a
celui aprés hépatectoie majeure dans d’autres études expérimentales
[534, 619] Des scanners effectués avant et aprés embolisatih@z nos
primates ont aussi montré une importante augmeomadu volume du
foie nonembolisé, de 1’ordre de 40%, un mois aprés EPP réversible.
Nous avons donc montré que la proliferation hépgtaice apres EPP
reversible débute tres précocement, la régénératies segments non-
embolisés est importante et se produit essentiedl@npendant les deux

premiéres semaines apres EPP
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Ce travail est la premiere étude expérimentale dbndittérature qui
montre [’efficacité de 1I’EPP réversible a induire une importante
prolifération hépatocytaire et régénération hépatique. L hypertrophie des
segments non-embolisés est similaire a celle apmes EPP définitive.
L’utilisation du Curaspon®, sous forme de poudre résorbable, peut étre
considérée comme la formla plus évoluée d’embolisation : tres distale,
réesorbable etqui dure suffisamment pour induire 1’hypertrophie
hépatique. La cinétique de recanalisation apres E®Rrsible suggere
gque cette technique pourrait étre indiquée dans slasations cliniques
nécessitant une régénération hépatique de courtéedqucomme dans le
traitement de cancers du foie en plusieurs étapdsy,[585, 620] L EPP
reversible pourrait aussi avoir une indication dades cas qui ne
nécessitent pas une résection hépatique, comme radamsplantation
d’hépatocytes pour le traitement de maladies métaboliques du foie.
L’atrophie des segments hépatiques embolisés aprés une EPP réversib
pourrait créer d’espace physiologique » nécessaire pour une importante
prolifération d’hépatocytes transplantés sans la présence desnkesio

définitives du foie embolisé de facon temporaire.

Les résultats trés encourageants de ce travail noos permis de
procéder a [I’étape suivante de notre protocole préclinique de
transplantation d’hépatocytes pour le traitement de
I’hypercholestérolémie familiale : la transplantation d’hépatocytes

génétiguement modifiés ex vivo apres une EPP rébbrschez le singe
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Efficient hepatocyte engraftment and long-term transgenu

expression after reversible portal embolization ir

nonhuman primates

Iborahim DAGHER, Tuan Huy NGUYEN, Marie-Therese GROYER-
PICARD, Panagiotis LAINAS, Sylvie MAINOT, Catherine GUETTIER,
Daniele PARIENTE, Dominiqgue FRANCO, Anne WEBER

(Hepatology 2009; 49:950-959 [621])
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PRESENTATION DE L’ARTICLE

Les deux problemes majeursél a 1’autotransplantation d’hépatocytes
génétiguement modifiés ex vivo sont la faible eé#fcité de transduction
hépatocytaire par les vecteurs viraux utilisés aimpe le faible

pourcentage thépatocytes greffés.

En ce qui concerné’efficacité de transduction hépatocytaire, il existe
aujourd’hui  plusieurs vecteurs pour effectuer la transduction
d’hépatocytes et introduire un gene manquant. Lestewgs les plus
efficaces pour un transfert génique sont les vexddentiviraux, car ils
ont la capacité de transduire des cellules quiesee@a un taux tres élevé
et s’intégrer dans le génome de la cellule-hOte. Ces vecteurs lentiviraux,
dérivés du VIH-1, défectifs de type-SIN [380, 42@22], ont un risque
réduit de mutagenése et ont été utilisés avec grandces dans la
transduction d’hépatocytes humains ex w\J490, 495]. Nous avons aussi
récemment démontrer qu’un fragment de 911 paires de bases qui
correspondait au promoteur du géeneldapolipoprotéine A-Il humain est
actif dans les hépatocytes simiens apres transdaocpar un vecteur
lentiviral de type SIN [452].

L’autre étape limitante de la thérapie génique ex vivo est le faible
pourcentage de cellules greffées dans le parenchiématique suite a
une transplantation hépatocytaire. Plusieurs moslélmurins ont
démontré une faible efficacité deedfe d’hépatocytes transplantés sans
la présence d’un stimulus de régénération. En effet, dans ces modeles
murins, plus de 70% de cellules restaient piégéamssdes espaces portes

apres leur transplantation sans jamais arriver auwpusoides hépatiques
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[524, 623]. Une repopulation hépatique significaigurvient seulement
guand les hépatocytes résidents sont détruits oguds ainsi que quand
les hépatocytes transplantés expriment un avantagkectif sur les

cellules résidentes. Cependant, ces approchessé@éti chez les animaux

ne peuvent en aucun cas étre transposées en céniqu

Dans nos travaux antérieurs chez le macaque, nopgsadémontré que
I’EPP définitive améliore le pourcentage de prise de fige
d’hépatocytes transplantés [27&ous avons aussi démontré qu’une EPP
reversible avec un matériel résorbabkst capable d’induire une
régénération hépatique du foie nembolisé d’environ 40% en moyenne

chez le méme animal [612]

Dans cette étude nous avons mis en place les denaégui®sdurant les
dix dernieres années de notre recherche pour dévetoppe nouvelle
approche d’autotransplantation d’hépatocytes génétiquement modifiés

chez le macaque Macaca Mulatta aprés EPP réversible

Les buts de notre étude ont été :

1) d’évaluer 1’effet de 1I’EPP réversilte sur la prise de greffe
d’hépatocytes marqués au Hoecloat transduits par un vecteur
lentiviral dans un modé¢le d’autotransplantation d’hépatocytes ;

i) d’évaluer 1’expression a long terme du gene introduit et

contrélé par un promoteur hépatospécifique chembéxraque
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Efficient Hepatocyte Engraftment and Long-Term
Transgene Expression After Reversible Portal

Embolization in Nonhuman Primates

Catherine Guettier,>>” Dani¢le Pariente,*° Dominique Franco,'*3 and Anne Weber!2

The feasibility of ex vivo gene therapy as an alternative to liver transplantation for the
treatment of liver metabolic diseases needs to be analyzed in large animal models. This
approach requires appropriate gene transfer vectors and effective hepatocyte engraftment.
Lentiviral vectors have the ability to transduce nondividing differentiated cells, such as
hepatocytes, and portal vein occlusion increases hepatocyte engraftment. We investigated
whether reversible portal vein embolization combined with ex vivo lentivirus-mediated gene
transfer is an effective approach for successful hepatocyte engraftment in nonhuman pri-
mates and whether the transgene remains expressed in the long term in transplanted hepa-
tocytes in situ. Simian hepatocytes were isolated after left lobe resection, and the left and
right anterior portal branches of animals were embolized with absorbable material. Isolated
hepatocytes were labeled with Hoechst dye or transduced in suspension with lentiviruses
expressing green fluorescent protein under the control of the human apolipoprotein A-II
promoter and transplanted via the inferior mesenteric vein. The whole procedure was well
tolerated. The embolized liver was revascularized within 2 weeks. The volume of nonembo-
lized liver increased from 38.7% = 0.8% before embolization to 55.9% = 1% after embo-
lization and hepatocytes significantly proliferated (10.5% = 0.4% on day 3 after
embolization). Liver repopulation after transplantation with Hoechst-labeled hepatocytes
was 7.4% = 1.2%. Liver repopulation was 2.1% =* 0.2% with transduced hepatocytes, a
proportion similar to that obtained with Hoechst-labeled cells, given that the mean trans-
duction efficacy of simian hepatocyte population was 34%. Transgene expression persisted
at 16 weeks after transplantation. Conclusion: We have developed a new approach to im-
prove hepatocyte engraftment and to express a transgene in the long term in nonhuman

primates. This strategy could be suitable for clinical applications. (HEPATOLOGY 2009;49:
950-959.)

rthotopic liver transplantation is the only avail-
able curative treatment for various liver diseases
and genetic metabolic disorders. Owing to the
limited availability of donor livers, alternative approaches
such as hepatocyte transplantation have been proposed.!
However, the increasing organ shortage makes the supply

of tissue for cell transplantation very limited.? There are
often no unused donor livers available when a patient
requires cell transplantation; most patients therefore re-
ceive cryopreserved cells, the functionality of which re-
mains lower than that of freshly isolated hepatocytes.?
Transplantation of ex vivo genetically modified autolo-

Abbreviations: ALT, alanine aminotransferase; ApoA-I1, apolipoprotein A-II; AST, aspartate aminotransferase; BIL, rotal bilirubin; GFP, green fluorescent protein;
GGT, gamma glutamyl transferase; MFI, mean fluorescence intensity; MLV, Moloney leukemia virus; mPRE, mutated posttransductional regulatory element from
woodchuck hepatitis virus; MOL, multiplicity of infection; RPVE, reversible portal vein embolization; SIN, self-inactivating; PVE, portal vein embolization; wPRE,

wild-type posttransductional regulatory element from woodchuck hepatitis virus.

From the 'Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (INSERM) Unité 972, Institut Fédératif de Recherche 93, Bicétre Hospital, Kremlin-Bicétre,
France; 2Université Paris-Sud, Orsay, France; ?Department of Surgery, Antoine Béclére Hospital, Assistance Publique—Hépitaux de Paris (AP-HP), Clamart, France;
TINSERM Unité 948, Centre Hospitalier Universitaire Hotel Dieu, Nantes, France; > Department of Pathology, and *Department of Pediatric Radiology, Bicétre Hospital,

AP-HP, Kremlin-Bicétre, France; /INSERM Unité 785, Villejuif, France.
Received August 16, 2008; accepted November 7, 2008.

This project was supported by Association Frangaise contre les Myopathies (AFM) and INSERM. P. Lainas was supported by AFM.

*These authors contributed equally to this work.

950



HEPATOLOGY, Vol. 49, No. 3, 2009

gous hepatocytes is considered as an alternative strategy,
which avoids the need for donor livers and the problems
related to immunosuppression.*

However, this approach is hampered by the poor en-
graftment of transplanted hepatocytes in recipient livers
and the low efficiency of hepatocyte transduction. To
date, only one clinical trial has been carried out using
autotransplantation of oncoretrovirally-transduced hepa-
tocytes.” Although such recombinant vectors, derived
from murine Moloney leukemia virus (MLV), have been
widely used to introduce genes in gene therapy clinical
trials, transgene expression is frequently affected by the
flanking host chromatin. MLV insertions can often result
in gene silencing or variation of gene expression due to
position effects, either immediately after insertion or fol-
lowing cell expansion in culture or 772 vivo.®8 These prob-
lems represent a major challenge for the use of MLV
vectors in the treatment of human diseases. The ability of
lentiviral vectors to both transduce noncycling cells and to
integrate into the host cell chromosome have made them
suitable vectors for gene transfer, especially when a long-
term effect is necessary. Advances in the generation of
human immunodeficiency virus 1 (HIV-1)-derived lenti-
viral vectors have driven a number of recent break-
throughs. These vectors are self-inactivating (SIN)
constructs, in which the viral enhancer and promoter in
the U3 region of the 3" long terminal repeat are deleted,
leading to inactivation of both long terminal repeats upon
integration of the vector into the target cell genome.”!!
This significantly reduces the risk of enhancer-mediated
mutagenesis and enables the use of cellular promoters that
may provide a physiological level of transgene expression.
We and others have previously demonstrated that these
third-generation HIV-1—derived lentiviral vectors trans-
duce primary human hepatocytes efficiently.'>!3 We re-
cently demonstrated that fragment of 911 base pairs
corresponding to the human apolipoprotein A-II (ApoA-
II) 5" flanking regions was specifically active in simian
hepatocytes transduced with SIN-lentiviral vector.'4

Cell engraftment in the liver parenchyma is another
limiting step for both ex vivo gene therapy and cell trans-
plantation approaches. Numerous rodent models have
demonstrated that the engraftment efficacy of hepato-
cytes is low, with up to 70% of transplanted rat hepato-
cytes remaining trapped in portal spaces.!>!¢ Significant
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liver repopulation occurs only when resident hepatocytes
are destroyed or blocked and when transplanted hepato-
cytes display a selective advantage over host cells. How-
ever, the procedures used in rodents cannot be used in
patients.

Preoperative portal vein occlusion of diseased liver is
routinely used to induce hypertrophy of the remnant nor-
mal liver, and consequently increases the number of can-
cer patients amenable to surgery.!”-!8 This can be achieved
by two means: partial portal ligature or partial portal em-
bolization.!” We previously compared these two proce-
dures in cynomolgus monkeys. We demonstrated that
permanent portal embolization induces liver regeneration
and improves the engraftment of transplanted hepato-
cytes in these monkeys.?®?! We have also shown that a
reversible portal vein embolization (RPVE) is sufficient to
induce liver regeneration.??

In this study, we developed a new approach for hepa-
tocyte autotransplantation and examined the effect of
RPVE on the efficacy of lentivirally-transduced hepato-
cyte engraftment in nonhuman primates, i.e., macaca
monkeys. We also investigated the long-term expression
of the transgene driven by a hepatic promoter. We found
that RPVE efficiently promoted the engraftment of trans-
duced hepatocytes, leading to significant repopulation.
Engrafted hepatocytes still expressed the transgene driven
by the human ApoA-II promoter 16 weeks after trans-
plantation.

Materials and Methods

Amnimals. Monkeys (Macaca mulatta) were housed at
the Institut National de la Recherche Agronomique,
Jouy-en-Josas, or at the Boisbonne Center, Nantes,
France, with agreement from the local Ethics Committee.
They were seronegative for simian herpes virus, simian
type D retrovirus, simian immunodeficiency virus, and
simian T cell leukemia virus. All animals received humane
care, and experiments were carried out in accordance with
the guidelines of the French Ministry of Agriculture. We
used seven monkeys, 3-6 years old, weighing 3.2-5.5 kg.

Left Lobe Resection and Reversible Portal Emboli-
zation. Surgery was performed as previously described.?!
Briefly, monkeys were sedated by an intramuscular injec-
tion of ketamine and general anesthesia was induced in-
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travenously with propofol and sufentanil. A left
lobectomy was carried out and the left lobe, correspond-
ing to approximately 20% of the liver mass, was used for
hepatocyte isolation.

RPVE was performed using an absorbable gelatin
sponge (Curaspon; Curamedical, Zwaneburg, The Neth-
erlands).?? A first portogram was taken to map the portal
branches before embolization, using an introducer placed
in the inferior mesenteric vein. Distal and proximal em-
bolization of the left and right anterior portal branches
were performed with a microcatheter selectively placed
under fluoroscopic control. A second portogram was then
performed to determine the success of complete emboli-
zation and the patency of the remaining portal branches.
The introducer was then replaced by a 4.5-F venous cath-
eter of a perfusion chamber (Celsite 4.5-F; Braun Medi-
cal, Boulogne-Billancourt, France), which was placed
subcutaneously in the left anterior thoracic region to pro-
vide chronic access to the portal vein. Acetaminophen was
used for postoperative analgesia.

Hepatocyte Proliferation and Liver Regeneration.
Dividing hepatocytes were detected by bromodeoxyuri-
dine (BrdU) staining in liver biopsies at day 3 after em-
bolization, from monkeys transplanted with Hoechst-
labeled hepatocytes. BrdU (50 mg/kg body weight) was
infused via the perfusion chamber 4 hours before liver
biopsies were carried out. Immunostaining was carried
out with a monoclonal anti-BrdU antibody (1:100 dilu-
tion; DakoCytomation). Binding of the mouse primary
antibody was detected by an indirect avidin biotin perox-
idase kit (DakoCytomation). The peroxidase reaction was
carried out with 3’-diaminobenzidine (Beckman
Coulter) and sections were counterstained with hematox-
ylin. Twelve sections were analyzed at different levels cho-
sen randomly; at least 800 hepatocytes were counted in
the different sections. The percentage of dividing hepato-
cytes corresponds to the ratio of BrdU-positive hepato-
cytes to total number of hepatocytes.

Changes in liver volumes were calculated on helical
computed tomography scans performed before and 1
month after embolization (in National Veterinary School,
Maisons-Alfort, France). Serial scans were carried out at
0.5 cm intervals and were enhanced with an intravenous
bolus injection of contrast agent. Volumes were assessed
by two independent observers, using PTM3D volumetry
software.”> The proportions of nonembolized to total
liver volume were calculated.

Generation of Lentiviral Vectors. The vectors carry
the enhanced green fluorescent protein (GFP) gene under
the control of the human ApoA-II promoter. The pRRL-
APOA-II-GFP and pRRL-APOA-II-GFP-wPRE vector
plasmids were constructed from the pRRLSINFlap-GFP
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backbone, (a kind gift from Genethon, Evry, France) by
inserting the 911 base pairs of human APOA-II regula-
tory sequences. In the second plasmid, the wild-type post-
transductional regulatory element from woodchuck
hepatitis virus (WPRE) was included; in the third vector,
wild-type PRE was replaced by mutated PRE (mPRE)
containing mutations in the 5" sequences and the internal
ATG of the truncated X protein present in the sequence
(kindly provided by Dr. T. Hope, Northwestern Univer-
sity, Chicago, IL).

Concentrated lentivectors were produced by Vectalys
(Toulouse, France) using transient quadritransfection of
293T cells with GFP lentiviral vector, a packaging plas-
mid encoding gagpol, a plasmid containing Rev, and a
plasmid containing the vesicular stomatitis virus envelope
G protein, followed by two rounds of ultrafiltration/di-
afiltration. Virus titration was carried out by real-time
quantitative polymerase chain reaction on genomic DNA
of serially-infected HCT116 cells using standard curves
generated by serial dilution of lentiviral vector plasmid in
HCT116 genomic DNA (Vectalys, France). Quantifica-
tion of proviral sequences in the psi region was normal-
ized to the human housekeeping albumin gene. Titration
yielded a mean value of 0.5 X 10° to 1 X 107 infectious
particles/mL.

Hepatocyte Isolation, Hoechst Labeling or Lentivi-
ral Transduction, and Transplantation. Hepatocytes
were isolated from the left lobe by two-step collagenase
perfusion. Hepatocyte viability was determined by
Trypan blue dye exclusion (viability greater than 95%).
Cells were seeded onto Falcon Primaria culture dishes
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) at a density of
67,000 cells/cm? in Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM)/Ham F12 medium (Eurobio, Les Ulis, France)
containing 10% fetal bovine serum (PAA Laboratories,
Les Mureaux, France), glutamine, and antibiotics (Euro-
bio).

Freshly-isolated hepatocytes were either immediately
labeled with the Hoechst fluorescent dye (incubation for
30 minutes at 37°C) in a serum-free culture medium con-
taining 50 ug/107 cells/mL of Hoechst 33258 (Sigma) or
were transduced with recombinant APOA-II lentivirus
(107 cells/mL) for 1 hour at 37°C in University of Wis-
consin solution (ViaSpan; DuPont Pharmaceuticals,
Newark, DE) containing 50 uM vitamin E succinate
(Sigma-Aldrich, France). Before transplantation, trans-
duced hepatocytes were washed five times in cell plating
medium, then two times in DMEM/Ham F12 without
phenol red. Cells were suspended in a saline solution at a
cell density of 107 cells/mL. Samples of transduced and
control hepatocytes were plated and cultured on collagen-
coated plates as described.’
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Transduction efficiency was determined by fluores-
cence-activated cell sorting (FACS) and by fluorescence
microscopy after 5 days of culture. Glycogen storage was
assayed after 4 days of culture, using the Periodate-Schiff
technique according to McManus. Transduced or Ho-
echst-labeled hepatocytes were suspended in 107 cells/mL
of normal saline containing heparin (25 U/mL) and in-
fused through the Baby-Port, at a flow rate of 2 mL/
minute. Portal pressure was continuously monitored
during hepatocyte infusion.

Detection of Simian Transplanted Hepatocytes.
Short-term biopsies were performed at 14 days after trans-
plantation of Hoechst-labeled or lentivirally-transduced
hepatocytes. Long-term biopsies were performed on ani-
mals that underwent transplantation with transduced
hepatocytes at 8 or 16 weeks after transplantation.

Cryostat sections of animals transplanted with
Hoechst-labeled hepatocytes were analyzed using an Axi-
omager Al microscope (Carl Zeiss, Gottingen, Ger-
many), lens EC Plan-Neofluar, 20 X-NA 0.5.

Paraffin-embedded liver sections (5 wm) were perme-
abilized with 0.1% Triton X-100. Endogenous peroxi-
dase activity was blocked with 3% H,0O, in phosphate-
buffered saline for 20 minutes. Sections were incubated
with anti-GFP anti-mouse antibody (dilution 1:100)
(Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France) for 2 hours
at room temperature, then incubated for 1 hour with
sheep anti-mouse immunoglobulin linked to horseradish
peroxidase (dilution 1:100; (Amersham). The peroxidase
reaction was carried out with 3’-diaminobenzidine (Da-
koFrance, Trappes, France). Twenty sections of each
nonembolized liver segment were analyzed at random lev-
els, on different biopsies (magnification 20X); at least
1200 hepatocytes per biopsy were counted in the different
sections.

Integration of the transplanted hepatocytes within
liver plates was studied by detection of E-cadherin, a ma-
jor adhesion protein in the liver. Paraffin sections (5 wm)
were fixed as for GFP antibody detection. Slides were
pretreated with 10 mM citrate buffer (pH 6) at 96°C for
30 minutes, then with 1% bovine serum albumin in phos-
phate-buffered saline at room temperature for 1 hour.
They were incubated overnight at 4°C with mouse mono-
clonal anti-human E-cadherin antibody (1:50 dilution;
Dako) and then at room temperature for 1 hour with
anti-mouse immunoglobulin linked to horseradish perox-
idase. The peroxidase reaction was carried out with 3'-
diaminobenzidine (DakoFrance). Sections were analyzed
on a Leica DMR microscope and images were treated
using Axiovision software.

Statistical Analysis. All data are expressed as the
mean * standard error of the mean.
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Fig. 1. Effects of RPVE with gelfoam were followed using successive
portograms: (A) before RPVE and (B) after embolization of the left portal
branch (LB) and (C) of the right anterior portal branch (RAB). Small
arrows (—) show the embolized portal branches. The right posterior
portal branch (RPB) and the main branch for segment | (A) remain
patent. (D) Portogram showing complete revascularization of RAB and
partial revascularization of LB on day 12 after embolization.

Results

Safety of the Experimental Protocol: Left Lobe Re-
section, Reversible Embolization, Hepatocyte Trans-
plantation. The left lobe resection and the embolization
of the left and right anterior portal branches (approxi-
mately 50% of the portal territory) were performed safely
in all animals. Recanalization of the embolized segments
was observed between 12 and 16 days after RPVE (Fig. 1).

Portal pressure increased moderately and transiently
during portal embolization and hepatocyte transplanta-
tion: portal pressure increased from 7.7 * 0.7 mm Hg to
10.7 = 0.9 mm Hg during RPVE, returning to normal
values 2 hours after surgery; it then increased to 14.6 *
2.3 mm Hg during transplantation, dropping signifi-
cantly to 8.9 * 0.9 mm Hg 2 hours after transplantation
(Fig. 2A).

We measured serum aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT) levels as established
markers of hepatocyte injury, as well as gamma glutamyl
transferase (GGT) and bilirubin. Serum levels of AST,
ALT, and bilirubin increased transiently and returned to
normal levels 5 days after embolization. GGT levels did
not change significantly (Fig. 2B).

Histological analysis of embolized segments did not
reveal any cell necrosis. We observed slight sinusoidal di-



954  DAGHER, NGUYEN, ET AL.

@
N
3
S

L P
w

a4 =
2 N B oo
N R @ @
S 8 & @&

Values_ (lu/L)
g 8

Portal Pressure (mm Hg)
a
s

»
S

e N B o @
Iy
S

HEPATOLOGY, March 2009

Fig. 2. Tolerance of the proce-
30 dure. (A) Portal pressure before
RPVE (pre-PVE), immediately after
the embolization of the left (LB) and
right anterior (RAB) portal branches,
before hepatocyte transplantation
(Before Cell T) (3 h post-PVE), at the
end of hepatocyte transplantation
(End Cell T), and 2 hours after he-
patocyte transplantation (2h After
i Cell T). (B) Mean values of liver

—a— AST

Bilirubin (pmoliL)

H10

o

Before End Cell T 2h After D-10
Cell T Cell T

Pre-PVE LB RAB

latations but did not detect any inflammatory reaction
surrounding the gelfoam. On day 14, residual sinusoidal
dilatations were still visible in some sections. Liver histol-
ogy in embolized segments returned to normal within 2
months after embolization (Fig. 2C,D). No animals de-
veloped portal vein thrombosis.

Effects of Left Lobe Resection and RPVE on Hepa-
tocyte Proliferation and Regeneration of the Non-
embolized Segments. Computed tomography scan
analysis carried out before and 1 month after the whole
procedure showed hypertrophy of the nonembolized
liver and atrophy of the embolized liver. The nonem-
bolized liver volume had increased from 22.9 = 1.5 mL
to 33.7 £ 4.6 mL of the liver volume (Fig. 3A,B). The
nonembolized segments represented 38.7% * 0.8%
before surgery and 55.9% * 1% at 1 month after trans-
plantation.

We characterized the regenerative response 3 days after
surgery, corresponding to the hepatocyte proliferation
peak observed in our previous study.?> We observed sub-
stantial hepatocyte proliferation in nonembolized seg-
ments (Fig. 3C). BrdU-positive hepatocytes represented
10.5% = 0.4% of total hepatocytes.

Hepatocyte Transduction. The pPRRLSINFLAP vec-
tor is an advanced third-generation self-inactivating
(SIN) and TAT-independent HIV-derived lentivector
system harboring the cis-acting FLAP sequences.?* One
monkey was used for preliminary in vitro experiments.
The left lobe was resected and perfused to determine the
transduction efficacy of ApoA-II-GFP and ApoA-II-
GFP-wPRE lentivectors. The maximum transduction ef-

D1 D5 D10

function tests after successive surgi-
cal interventions at different time
points. H, hours, D, days; AST, as-
partate aminotransferase; ALT, ala-
nine aminotransferase; GGT, gamma
glutamyl transferase; BIL, total bili-
rubin. (C) Histological analysis of
embolized segment Il at 14 days.
Hematoxylin-eosin staining of a rep-
resentative paraffin section showing
residual sinusoidal dilatation. (D)
Two months after embolization, em-
bolized segments were histologically
normal.

Time

ficacy was found at a multiplicity of infection (MOI) of
30 when the cells were incubated for 1 hour with the
viruses. Notably, the level of GFP expression was five
times lower when hepatocytes were transduced with the
lentivector without wPRE (not shown). Therefore, sim-
ian hepatocytes isolated from monkeys to undergo trans-
plantation were transduced with the ApoA-II-GFP-
wPRE lentivectors at a MOI of 30. Figure 4E shows a
diagram of the integrated form of ApoA-II-GFP-wPRE
lentiviral vector.

The viability of simian hepatocytes was not signifi-
cantly affected by incubation with lentivectors. Figure 4B
illustrates a typical monolayer culture of transduced sim-
ian hepatocytes from a representative monkey. These cells
have a well-preserved morphology, similar to that of con-
trol adherent cells (Fig. 4A). The ability to store glycogen
was not altered by transduction in these cells (Fig. 4C).
Maximum transduction efficiency was 45% in one mon-
key (Fig. 4D), confirmed by FACS analysis with a mean
fluorescence intensity (MFI) of 99 at MOI of 30 (Fig.
4F). At MOI of 60, transduction efficiency decreased to
23% (Fig. 4G). FACS analysis of transduced hepatocytes
from the three monkeys that underwent transplantation
revealed that the mean transduction efficiency was 34%.

Finally, to optimize vector biosafety, we constructed a
third vector containing a mutated PRE (mPRE) and com-
pared the performance of the transgene with that of an
identical lentiviral backbone in M6 hepatocytes (Fig. 4I).
The MFI was 121, similar to that of hepatocytes trans-
duced with APOA-II-GFP lentivector carrying wild-type
PRE.
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Fig. 3. RPVE induces compensatory
hypertrophy of nonembolized segments.
(A,B) Three-dimensional imaging of
nonembolized liver (red), embolized
liver and left liver lobe (blue), before
and 4 weeks after embolization and
lobectomy, showed hypertrophy of non-
embolized segments and atrophy of em-
bolized segments. (C) Hepatocyte
division was measured by BrdU incor-
poration, revealed by immunoperoxi-
dase with an antibody against BrdU.
Representative staining showing BrdU
incorporation in liver biopsies performed
3 days after embolization and hepato-
cyte transplantation. Results are from
three different monkeys.

Short-Term Hepatocyte Engrafiment. A first series
of monkeys (n = 3) underwent transplantation with
3.2 X 108 = 0.3 X 10® hepatocytes, 100% of which were
labeled with Hoechst dye before transplantation.

On day 14 after transplantation, we found 7.4% =*
1.2% Hoechst-labeled hepatocytes in the nonembolized
segments (Fig. 5A,B). Transplanted hepatocytes were
evenly distributed in nonembolized segments. Labeled
hepatocytes were mostly located in the periportal regions,
mainly as cell clusters. No labeled hepatocytes were ob-
served in the embolized segments.

A second series of monkeys (n = 3) underwent trans-
plantation with 3.0 X 108 = 0.8 X 108 lentivirus-trans-
duced hepatocytes. On day 14, the proportion of singlet
engrafted hepatocytes was lower than that of clusters of
hepatocytes (Fig. 5C,D). Transduced hepatocytes were
evenly distributed within the parenchyma as small and
large cell clusters, suggesting that transplanted cells had
proliferated and had participated in liver regeneration.
The percentage of GFP-expressing hepatocytes was 2.1%
*+ 0.2%. Figure 5C,D show representative fields of GFP-
positive engrafted cells distributed within the monkey
liver parenchyma.

To determine whether transplanted hepatocytes were
truly integrated within liver parenchyma, we stained for
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the presence of E-cadherin, a cell-cell adhesion molecule
that ensures maintenance of tissue architecture. Figure
5E,F show that GFP-positive hepatocytes, together with
resident neighboring hepatocytes, also express E-cad-
herin, which demonstrates their integration.

Long-Term Hepatocyte Engraftment and Trans-
gene Expression. Long-term biopsies performed at 8 or
16 weeks on animals that underwent transplantation re-
vealed clusters of GFP-positive hepatocytes (Fig. 6A-D).
The mean percentage of hepatocytes successfully en-
grafted was 2.6% = 0.9% and 1.8% = 0.2% at 8 and 16
weeks, respectively. The proportion of cells producing
GFP remained constant from day 14, showing that the
human hepatic promoter was still active.

Discussion

Our study sought to determine the efficacy of a new
strategy for ex vivo gene therapy. There are two major
caveats to this approach, which we addressed directly.
First, the efficiency of hepatocyte engraftment in noncon-
ditioned livers is poor. Second, viral promoters are si-
lenced or 77 vivo expression of cell promoters is low. Here,
we used a clinically relevant animal model to address both
of these issues. We demonstrated that the regeneration
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Fig. 4. Transduction of simian hepatocytes. (A,B) Morphology of
control and transduced hepatocytes 4 days after plating. (C) Periodic-
acid Schiff stain showed that transduced hepatocytes maintained the
ability to store glycogen. (D) Representative field of GFP-expressing
simian hepatocytes after transduction with ApoA-II-GFP-wPRE lentivector
at MOI of 30. (E) Schematic representation of the proviral form of the
ApoA-II-GFP-wPRE lentiviral vector. The HIV-1-derived, SIN lentivector
expresses the GFP gene under the transcriptional control of human
APOA-II regulatory sequences and carries either the wild-type PRE se-
quences (depicted) or the mutated PRE sequences. Flow cytometry
analysis of hepatocytes transduced with ApoA-Il lentivectors. (F,G) Cells
were transduced with the vector carrying wPRE sequences at MOI of 30
or 60 or (I) mPRE sequences at MOI of 30. Both vectors displayed the
same transduction efficacy (45%) and mean fluorescence intensity (MFI
of 99 and 121) (F,I).
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stimulus provided by reversible embolization is sufficient
to increase liver repopulation efficiency in a normal liver,
and the human APOA-II regulatory sequences allows
long-term transgene expression in a lentiviral vector con-
text. Previous studies have demonstrated that permanent
portal occlusion results in liver regeneration of nonoc-
cluded lobes in experimental models.?>?8 Our previous
data from monkeys suggests that permanent embolization
using histoacryl, a biological glue, was efficient at induc-
ing liver regeneration.?! In humans, portal embolization
is performed before major hepatectomy, and the emboli-
zed liver is generally removed. The embolized liver is not
to be removed for cell transplantation approaches, but the
long-term effects of permanent portal occlusion with a
nonabsorbable material in nonresected liver are not
known. Therefore, the use of absorbable embolizing ma-
terial before hepatocyte transplantation would be safer.
We chose to investigate the effect of the powdered
form of a gelfoam on hepatocyte engraftment, instead of
the widely used gelfoam strips which obstruct only larger
portal branches. This procedure resulted in significant
hypertrophy of nonembolized liver and hepatocyte pro-
liferation, consistent with our previous findings.??
Despite the transient increase in aminotransferase lev-
els, we did not observe any inflammatory reaction or he-
patocyte necrosis due to gelfoam and/or transduced
transplanted cells. Inflammatory reaction and macro-
phage infiltration, following permanent PVE, has been
shown to impair the regenerative response.”®
Proliferation of engrafted, Hoechst-labeled or trans-
duced hepatocytes, was visualized by the presence of clus-
ters 2 weeks after transplantation, suggesting that the cells
were able to participate in liver regeneration after trans-
plantation. Moreover, no clusters of cells were found
trapped in the portal spaces, as found in previous stud-
ies. 20
One challenge to retrovirus-mediated gene transfer is
the silencing or high variability of transgene expression
from viral promoters due to methylation of cytosine-gua-
nine dinucleotide sequences and the presence of cell-spe-
cific silencing factors.?*° In addition, housekeeping gene
promoters such as those of phosphoglycerate kinase and
elongation factor 1-alpha, which have previously been
used to regulate the expression of various transgenes 77
vitro, have recently been found to be silenced 7 vivo fol-
lowing the transplantation of transduced cells.’!> To
overcome this problem, we tested human APOA-II regu-
latory sequences, which we previously found to be ex-
pressed in transplanted mouse livers.'* This region has the
advantage of being inducible by different factors, includ-
ing hypolipidemic agents such as fibrates.?? It is also acti-
vated, as are other genes directly involved in cholesterol
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Fig. 5. Short-term engraftment of transplanted
hepatocytes at day 14 after transplantation. (A,B)
Fluorescent images of Hoechst-labeled hepato-
cytes. (C,D) Immunohistochemical staining with an
antibody against GFP showing representative clus-
ters of transplanted simian hepatocytes expressing
GFP. Immunohistochemical staining of GFP and
E-cadherin on serial sections showed that trans-
duced hepatocytes staining positive for GFP (E)
were also positive for E-cadherin (F). Scale bar =
50 pm.

homeostasis, by sterol regulatory element—binding pro-
teins (SREBPs). SREBP2 mediates gene transactivation
by statins, commonly used for the treatment of patients
with familial hypercholesterolemia.

The wPRE is widely used inserted into the 3" untrans-
lated region of coding sequences in oncoretroviral and
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lentiviral vectors. This sequence stimulates the nuclear
export of messenger RNAs to the cytoplasm and substan-
tially increases gene expression in different cell types.?*3°
In our study, the MFI and proportion of transduced hepa-
tocytes were similar for both wPRE and mPRE. This sug-
gests that the inclusion of mPRE in clinical vectors could

Fig. 6. GFP-positive hepatocytes were found in
transplanted simian livers 2 months after trans-
plantation. (A,B) Immunohistochemical staining of
representative fields of transplanted simian hepa-
tocytes producing GFP in nonembolized segment |
and (C,D) segment VI. Scale bar = 50 pum.
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improve both vector biosafety and optimization of liver
gene expression cassettes.

Concern has been raised about the use of lentiviral
vectors for clinical applications. However, the lentiviral
vectors used here contain no viral promoter or enhancer
sequences that might transactivate genes upstream or
downstream from integration sites. Lentiviral vectors of
this type were recently used to transduce hematopoietic
stem cells, which were subsequently infused back to ma-
caques. These animals were alive at 1 to almost 3 years
after transplantation, without side effects.3

In addition, hepatocytes are terminally differentiated
cells, which do not proliferate in a quiescent liver and
renew at a very slow rate (<0.01%). However, we carried
out an ultrasound examination on monkey 3 at 3 months
after transplantation (data not shown) to ensure that
transplanted livers remained normal. The liver was found
to be homogeneous, with regular contours. The liver pa-
renchyma segments were normal in appearance with no
nodules. Moreover, we detected no splenomegaly or as-
cites. Analyses of blood samples including secreted alpha-
fetoprotein determinations gave normal results. An
independent laboratory (Genosafe, Evry, France) also car-
ried out quantitative PCR to analyze lentiviral vector dis-
semination in various tissues and organs: testis, spleen,
lungs, intestines, kidneys, bone marrow, brain, lymph
nodes, muscle, and heart. No vector DNA was detected in
any of the samples studied. Finally, no virus was detected
in urine or blood.

Assuming that there are about 10® cells per gram of
liver and that macaque livers weigh between 60 and 100 g,
each liver in our study contained between 6 X 10° and
10 X 10 cells. Transplanted cells therefore accounted for
between 1.5% and 4% of the total number of hepatocytes
in livers.

Given that a mean of 35% of transplanted hepatocytes
were transduced, 0.5%-1.3% of transduced cells would
thus be engrafted if the efficiency of engraftment was
100%. However, with a loss of 50%-70% of hepatocytes
after transplantation,'® we would expect <0.5% of GFP-
expressing cells to be engrafted.

Our results showed that performing RPVE before
transplantation significantly increased the proportion of
engrafted transduced hepatocytes. Stimulation of the pro-
liferation of these cells and that of resident hepatocytes
thereby resulted in the repopulation of up to 2% of the
liver. The liver repopulation with transduced hepatocytes
was similar to that obtained with Hoechst-labeled hepa-
tocytes, 100% of which were labeled. This also shows that
our lentiviral transduction protocol did not impair the
engraftment potential of isolated hepatocytes. With our
experimental conditions, more than 90% of human hepa-
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tocytes are transduced with lentivectors. We therefore ex-
pect a liver repopulation efficacy close to 6%-7% in
patients.

We previously demonstrated the therapeutic proof-of-
principle of the ex vivo approach in Gunn rats: when
hepatocytes transduced in suspension with a lentiviral
vector encoding bilirubin uridine diphosphate glucuro-
nyltransferase were transplanted into these rats, a signifi-
cant and long-term decrease in bilirubinemia was
observed.””

Correction of as little as 5% of the genetic deficiency is
thought to be sufficient to obtain clinical improvement of
many metabolic disorders, including familial hypercho-
lesterolemia, caused by a defect in the low density lipopro-
tein receptor, for which a correction level of between 2%
and 5% should be of benefit. Thus, transplantation with a
small proportion of autologous freshly isolated trans-
duced cells that proliferate 77 sizu may be sufficient, par-
ticularly if transgene expression levels are high. Our
results may also have implications for allogeneic cell trans-
plantation strategies.

In conclusion, we have provided the first demonstra-
tion in a preclinical monkey model that selective tempo-
rary blocking of part of the liver with gelatin powder
results in significant liver repopulation after transplanta-
tion of lentivirally-transduced hepatocytes. We also dem-
onstrated that long-term expression of the transgene is
obtained with human hepatic regulatory sequences. Our
findings suggest that the whole procedure is safe and the
absence of cell culture and thawing might be crucial for
optimal hepatocyte engraftment. This study opens the
way for phase I/11 clinical trials of lentivirus-mediated ex
vivo gene therapy for metabolic disorders.
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DISCUSSION DE L’ARTICLE

Dans cette étude, nous avons confirmge 1’EPP réversible au
Curaspon® est un stimulus efficace pdarprolifération hépatocytaire et
pour la repopulation du foie non embolisé par ledlwles exprimant le
transgene utilisé (GFP). Notre approche de thérggieique ex vivo a été
efficace et 16 semaines aprés la transplantaties,Hépatocytes greffés
et transduis par le lentivirus apoAll-GFP exprimaient le transgéne

contrélé par le promoteur Apo-All humain.

Dans des étudesn&ricures nous avions démontré que 1’EPP définitive
par I’Histoacryl® induisait une importante hypertrophie thie résiduel
[278]. Nous avons ensuite utilisé le Curaspon® emfe de poudre pour
obtenir une EPP tres distale et réversible. Nousnavainsi obtenu une
hypertrophie significative du foie non-embolisé aveine importante

prolifération hépatocytaire [612]

Notre protocole a été tres bien toléré par les anim Malgré une
augmentation temporairdes transaminases, nous n’avons pas noté une
réaction inflammatoire, immunitaire ou une nécrdwpatocytaire liéau

produit d’embolisation ou aux cellules transduites par le lentivirus.

La prolifération dhépatocytes greffées, marquées au Hoechst ou
transduites par le lentivirus apoAll-GFP, a été adénmée par la présence
des clusters cellulaires deux semaines apres lasfrlantation, suggérant
que les cellules transplantées avaient participélaa régénération

hépatique

13¢
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Notre étude a aussi démoatque 1’utilisation de notre lentivirus est bien
tolérée et sans risque chez les grands animaux.efat, le monde
scientifique a longuement était douteux en ce qui concerne l’utilisation
des vecteurs lentiviraux dans des essais cliniqu€Egpendant, les
vecteurs lentiviraux utilisés ne contiennent pas pnomoteur viral ou
des séquences enhancer qui pourraient activer éeggen amont et en
aval des sitesd’intégration. Des vecteurs lentiviraux du méme type que
le nbtre ont déja été utilisés pour transduire de=lules souches
hématopoiétiques, qui ont été ensuite transplantdez des macaques.
Ces animaux surveillés jusqu’a trois ans apreés la transplantation
hépatocytairen’ont pas eu d’effet indésirable durant cette période [624]
Dans notre étude les bilans biologiques effectuékféérents intervalles
étaient normaux. En utilisant la technique de la PCR qutanive, nous
avons vérifié I’absence de dissémination du vecteur lentiviral utilisé
dans les autres organes de ces animaux. En plus, nous n’avons pas

détecté I’ADN du vecteur dans le sang ou les urines.

Notre étude a démontré que la réalisation d’une EPP réversible avant la
transplantation augmente de maniére significative lkeunqgentage des
cellules transduites greffées. Le stimulus de ré&géation sur le foie
résiduel ainsi que sur les cellules transduitesxspdantées a eu comme
réesultat la reppulation d’environ 2% du foie 16 semaines apres
transplantation. Ce pourcentage est similaire avicebtenu en utilisant
le méme protocole avec des cellules hépatiquesspplamtées marquées
au Hoechst. Ce résultat indique que notre protocdée transduction

lentivirale ne diminue pas le potentiel de greffdhépatocytes isolés.

Dans cette étude chez le singe, le taux de transaioaes cellules était
d’environ 30% en moyenne. En utilisant les mémes conditions

expérimentaleghez I’Homme, plus que 90%d’hépatocytes humains sont
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transduits par notre lentivirus. C’est pour cette raison que nous estimons

une repopulation hépatiqgue de 6 a 7% chez les ptdie

Aujourd’hui, nous savons qu’un taux de correction de 5% d’une
anomalie génétique du foie pourrait étre suffisgdur obtenir une
amélioration clinique d’une MMHH, comme 1’hypercholestérolémie
familiale. Dans le cas de cette maladie, une caioec du déficit
génétique de 2% a 5% pourrait étre beéneéfique. Langplantation
autologue d’une quantité d’hépatocytes transduits combinée a une
augmentation de leur capacité proliférative par un stimulus comme I’EPP
résorbable pourrait étre suffisante, surtout si le niveau d’expression du
transgéne est élevé. Les résultats de cette étwderpient aussi avoir
une implication dans des protocoles de transplaatatd’hépatocytes

allogéniques pour le traitemedtautres MMHH [285].

Notre protocole montre pour la premiére fois chaz gros animal que
I’EPP par un produit résorbable entraine une importangpopulation
hépatique apres dnsplantation d’hépatocytes transduits par un vecteur
lentiviral. Nous avons aussi démontré la sécurigé nbtre approche et
que 1’expression du transgéne a long terme peut €tre obtenue en utilisant
des séquences régulatrices hépatiques humainese G¢tide ouvre la
voie pour 1’utilisation de cette approche dans des études clinigiees
phase I/Il pour le traitement des MMHH par théramiénique ex vivo
Cependant, toutes les précautions et amélioration@sessaires doivent

étre effectuées pour le passagelthnimal a I’Homme.

13¢



RESULTATS Nguyen et al, Curr Gene Ther2009; 9:136-149

Ex vivo liver-directed gene therapy for the treatment of
metabolic diseases : advances Iin  hepatocy

transplantation and retroviral vectors

Tuan Huy NGUYEN, Sylvie MAINOT, Panagiotis LAINAS , Marie-Thérese
GROYER-PICARD, Dominiqgue FRANCO, Ibrahim DAGHER, Anne

WEBER

(Curr Gene Ther 2009; 9:136149 [625])




RESULTATS Nguyen et al, Curr Gene Ther2009; 9:136-149

PRESENTATION DE L’ARTICLE

Le foie, un organe ayant plusieurs fonctions métajes, est le site de
différentes maladies métaboliques génétiques. Lérapie génique est
une alternative prometteuse a la transplantation hipeet car cette
approche pourrait combler le manque de donneurd tou étant moins
invasive. Plus des quinze ans apres le premieriedsaque de thérapie
génique ex vivopour le traitement de I’hypercholestérolémie familiale

[329, 330], il persisteun nombre important d’obstacles et ¢étapes

l[imitantespour la réalisation d’une telle approche.

Plusieurs modeles animaux de transplantatdiohépatocytes (primates et
autres grands animaux) sont en cours de développemeur améliorer
la prise de greffe efl’intégration d’hépatocytes dans le parenchyme
hépatique [60, 278, 621] La création de vecteurs qui assuten
I’expression d’un transgéne a long terme a €té une trés importante
avancéele développement des vecteurs lentiviraux a perimisransfert
des génes dans le génome de cellules quiescenteshyme les
hépatocytes différenciés [318]. En particulier, lescteurs lentiviraux
dérivés du VIH-1 sont actuellement les plus fréequeeamt utilisés et ont
amélioré significativement la sécurité étefficacité des approches de
thérapie génique [87, 90, 296, 452, 502-504, 5010,%10, 621, 626].

Dans cette revue, tous les récents progres ainsilga étapes limitantes

actuelles de la thérapie génique ex vivo sont dEsai L’éventuclle

application de cette approche en clinique est adssiutée.
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Ex Vivo Liver—Directed Gene Therapy for the Treatment of Metabolic Dis-
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Abstract: Transplantation of hepatocytes, whether genetically modified or not, has become an alternative to orthotopic
liver transplantation for the treatment of patients with metabolic disease. However, more than ten years after the first
clinical trial of ex vivo gene therapy to treat patients with Familial Hypercholesterolemia, there are still a number of im-
pediments to these approaches. Numerous animal models are still being developed on the one hand to improve hepatocyte
integration within hepatic parenchyma and function, and on the other hand to develop vectors that drive long-term trans-
gene expression in situ. These include large animal models such as non-human primates, which have recently led to sig-
nificant progress in hepatocyte transplantation. Simultaneous development of lentiviral vectors from different lentivirus
species has permitted the transfer of genes into mitotically-quiescent primary cells including differentiated hepatocytes.
Particularly third generation vectors derived from HIV-1 lentivirus are the most widely used and have significantly im-
proved the safety and efficiency of these vectors. Given the shortage of organs and problems related to immunosuppres-
sion on one hand, and recent progresses in hepatocyte transduction and transplantation on the other hand, ex vivo approach
is becoming a real alternative to allogeneic hepatocyte transplantation.

We review the present progresses and limits of the ex vivo liver gene therapy approach in different animal models, empha-

sizing clinically relevant procedures.

Keywords: Liver disease, gene therapy, lentiviral vectors, animal models.

1. INTRODUCTION

Since the first gene therapy trial published in 1990 by the
group of Rosenberg [1], over 1472 clinical trials have been
completed, are ongoing or have been approved worldwide to
date (http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical/;database up-
dated September 2008). Inherited monogenic disorders, that
often manifest early in childhood, represent 8.3% of the dis-
eases targeted by gene therapy.

Because the liver has vast metabolic capacities, it is the
primary site for many of these disorders, the pathogenesis of
which may be restricted to the liver or may concern extra-
hepatic organs. Most, if not all, of the inherited metabolic
liver diseases are currently only completely cured by ortho-
topic liver transplantation (OLT). However, the shortage of
donor organs remains dramatic and patients that will benefit
OLT are still selected. Gene therapy has long been consid-
ered a promising alternative to organ transplantation both
because it would alleviate the need for organ donor and pro-
pose a definitive therapeutic option without the side effects
of lifelong immunosuppression. There are two approaches to
hepatic gene therapy: (i) in vivo, where vector is injected into
patient’s circulation, and (ii) ex vivo, where cells are isolated

*Address correspondence to this author at the INSERM U972, 80 rue du
Général Leclerc, 94276, Kremlin-Bicétre cedex, France; Tel: +331-4959-
1856; Fax: +331-4959-1959; E-mail: anne.weber@inserm.fr

1566-5232/09 $55.00+.00

from the patient, genetically modified in vitro and then re-
turned to the patient.

The liver has unique advantages for developing ex vivo
gene therapy. It is organized in segments or lobes, which can
be individually removed (up to a 70% liver resection in ani-
mals) for cell isolation. Hepatocytes constitute the major cell
type (60% and 80% by volume), and are easily separated
from the other cells by differential sedimentation. The (adult)
liver is a quiescent organ, with only 0.01% cycling hepato-
cytes under normal physiological conditions, but hepatocytes
have the extraordinary ability to proliferate after injury until
the original liver mass is restored. Indeed the liver was one
of the first organs transplanted with isolated cells and the
first animal model was the Gunn rat, model for Crigler-
Najjar syndrome type I (CN-1), which is congenitally unable
to conjugate bilirubin and consequently exhibits life-long
hyperbilirubinemia, due to deficiency in bilirubin glucurono-
syl transferase (UGT1A1) (E.C. 2.4.1.17) [2]. More than
thirty years later, this model is still used to improve hepato-
cyte engraftment and/or function of the transduced cells.

Inherited metabolic disorders can be classified in two
categories:

-diseases in which hepatocytes are injured, due to the
accumulation of a toxic product, and cannot proliferate (such
as type I tyrosinemia, or Wilson’s disease). In the animal
models of such diseases, transplanted healthy or genetically-

© 2009 Bentham Science Publishers Ltd.
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corrected hepatocytes have a selective growth advantage
over resident diseased hepatocytes and can repopulate the
liver.

-genetic defects affecting a specific hepatic function with
extra-hepatic manifestations (Crigler-Najjar type 1, familial
hypercholesterolemia Ila, ornithine transcarbamylase, defi-
ciency and coagulation defects). In this category, diseased
hepatocytes can proliferate as normal hepatocytes.

The most obvious disease “candidates” for ex vivo liver
gene therapy are diseases in which: (i) precise gene control is
not required because the transgene product is not toxic; (ii)
the liver is histologically normal for cell isolation and cell
transplantation, (iii) partial gene correction provides suffi-
cient clinical benefit to avoid subsequent liver transplanta-
tion. Type 1 liver diseases have an abnormal histology (fi-
brosis, cirrhosis), precluding efficient cell isolation and/or
transplantation. Thus, ex vivo gene therapy should be applied
in infants, before the onset of the disease and before liver
injuries. In some animal models, corrected hepatocytes have
a selective growth advantage over diseased hepatocytes. In
other diseases, such as alpha l-antitrypsin deficiency, the
mutated protein is toxic per se and has to be eliminated or its
expression inhibited, for normal function to be restored.

To date, patients with five inherited liver diseases have
been treated either by ex vivo (familial hypercholesterolemia
by genetically-modified hepatocytes, hemophilia A by ge-
netically-modified fibroblasts), or in vivo approaches (alpha-
1-antitrypsin deficiency, hemophilia A and B, and ornithine
transcarbamylase deficiency (http://www.wiley.co.uk/ gen-
med/clinical/)). Vectors derived from Moloney-Murine Leu-
kemia Virus (MoMuLV)-retrovirus, adenovirus, adeno-
associated virus (AAV), and non viral vectors were used for
gene delivery. These trials resulted in transient expression of
the therapeutic gene, but no obvious therapeutic benefit were
observed. The observed acute toxicity of adenoviral vectors
has limited their further use in the clinic [3]. AAV vectors
have shown great promise in preclinical studies, but a recent
clinical study indicates that in hemophilia B patients, a pre-
existing immunity to AAV capsid antigens hampers long-
term therapeutic FIX expression level [4]. There is thus an
absolute need for the design of safe and efficient new thera-
peutic vectors and approaches.

2. ALLOGENEIC HEPATOCYTE TRANSPLANTA-
TION: AN ALTERNATIVE TO GENE THERAPY?

Allogeneic hepatocytes were transplanted into approxi-
mately 20 patients with metabolic disease, resulting in a few
cases in transient clinical improvement necessitating OLT
several months thereafter [5]. Recently, a long-term clinical
benefit was observed in two patients: one with total arginino-
succinate lyase deficiency, where enzyme activity reached
3% of control after 8 months, leading to a moderate form of
the disease [6]; one with glycogenose type 1b, where a nor-
mal level of glucose-6-phosphatase activity 8 months after
transplantation allowed a normal diet [7]. Thus, to date, this
approach is still far from fully correcting metabolic liver
diseases and several reasons may explain these results:

(i) Poor engraftment of transplanted hepatocytes, which
has been extensively demonstrated in rodent models (see
below). Despite decades of research, the processes and the
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factors underlying cell graft and in situ proliferation are only
partially understood. A good understanding of these mecha-
nisms is essential for the development of new and efficient
treatments of human liver diseases. Preventing early loss of
transplanted cells would undoubtedly improve transplanta-
tion efficiency.

(i1) Due to the inefficacy of liver cell engraftment and to
the low availability of fresh hepatocytes, cryopreserved cells
are also used in clinical trials; their functionality is lower
than that of fresh hepatocytes [8]. Indeed, hepatocytes are
highly susceptible to the freeze-thaw process. Cryopreserva-
tion is detrimental to hepatocyte structure and metabolic
function, including cell attachment, which is important to the
survival and graft of transplanted cells in the liver. Indeed, a
clinical trial using allogeneic hepatocytes to treat CN-1 dis-
ease has revealed the benefits of using freshly isolated and
uncultured hepatocytes [9]. Moreover, hepatocytes pooled
from different donors are very often needed, and clinical
studies suggest that transplanted hepatocytes are lost in the
majority of patients despite immunosuppression. Apoptosis
seems to play a role in grafted cell rejection, which seems to
be involved in the time-limited clinical improvement of pa-
tients transplanted for metabolic diseases [10]. Humoral
rejection is a major cause of allograft injury and macro-
phages have recently been implicated in mediating CD4+ T-
cell-dependant injury of transplanted hepatocytes [11]. Fur-
thermore, graft survival is limited by immunosuppression
regimens. For example, rapamycin has a deleterious effect
on the engraftment and proliferation of engrafted hepatocytes
[12].

Noteworthy, the first successful use of hepatocyte trans-
plantation as a bridge to subsequent auxiliary partial ortho-
topic liver transplantation was reported in a child antenatally
diagnosed with severe, ornithine transcarbamylase defi-
ciency [13].

The lack of donor organs and the difficulty of manipulat-
ing isolated adult hepatocytes in vitro have encouraged the
use of stem cells, either of hepatic or extra-hepatic origin,
including embryonic stem cell studies, with the aim of gen-
erating hepatocytes [14]. Recently human hepatic stem cells
from adult liver were isolated and expanded in vitro; they
expressed specific proteins after transplantation in a mouse
model, raising hope for their future use in the clinics [15].
However, the number of cells that need to be expanded in
vitro and differentiated constitutes a major limitation to these
approaches. Also, the functionality of these various cell
types as well as their potential tumorigenicity needs to be
carefully addressed in animal models. Interesting results re-
ported by Brulport et al., suggested horizontal gene transfer
into resident murine hepatocytes and/or only partial hepatic
transdifferentiation when putative human precursor cells of
extra-hepatic origin are transplanted into mice [16].

3. EXVIVO LIVER GENE THERAPY

Auto-transplantation of ex vivo genetically modified he-
patocytes circumvents two hurdles of hepatocyte transplanta-
tion: hepatocytes can be used fresh rather than cryopreserved
(liver lobe resection can be scheduled and hepatocytes be
isolated in a high amount (5x10° hepatocytes from a left liver
lobe) [17]; the use of autologous cells overcomes the prob-
lems of donor scarcity and immunosuppression.
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Two limiting steps however need to be overcome:

-Efficacy of the gene transfer vector and long-term ex-
pression of therapeutic transgene in situ.

-Efficiency of hepatocyte engraftment, a step common to
allogeneic transplantation.

The Vectors
a. OncoRetrovirus

The introduction of a therapeutic gene into hepatocytes
should have long lasting effects. Oncoretroviral vectors
(generally derived from MoMuLV retroviruses) have been
widely used for over 20 years because of their ability to inte-
grate the transgene expression cassette into the host genome.
They were the first vectors to be used to transduce primary
hepatocytes [18]. However these retroviral vectors can only
transduce cells in division [19], where the natural breakdown
of the nuclear membrane allows the vectors to enter the nu-
cleus. Since MoMuLV retroviral vectors infect only dividing
cells, induction of proliferation is needed to achieve efficient
hepatocyte transduction. We achieved efficient retroviral
gene delivery in vivo in rat liver after portal branch ligation
(PBL), known to induce cell proliferation in non ligated
lobes [20]. Indeed when retroviral vectors were infused at
the peak of hepatocyte proliferation about 20% of these cells
were transduced.

In vitro, the general protocol when using these vectors
includes: isolation of hepatocytes from the full liver for ro-
dents followed by 3-4 days culture during which hepatocytes
are induced to proliferate by incubation with growth factors
and transduced. The cells are then harvested from the plates
by trypsination and subsequently transplanted into the ani-
mals.

There was only one clinical trial using genetically-
modified hepatocytes, for the treatment of familial hypercho-
lesterolemia, caused by mutations in the LDL receptor gene,
which was performed on five homozygous patients 15 years
ago [21]. Although the feasibility and safety of the protocol
were demonstrated, this approach has never been repeated
ever since, because of the various limitations encountered in
the study: (i) transduction efficiency was low, about 20%, as
hepatocytes proliferate poorly in vitro, (ii) large-scale pri-
mary culture of hepatocytes is difficult and the yield after
harvest was only 30%, (iii) efficiency of cell engraftment
was low, (iv) long-term expression of the transgene was not
demonstrated; less than one cell in 1000 expressed the LDL
receptor. The authors concluded on the necessity to “return
to the bench” and these last years preclinical approaches
have been developed to (i) design gene expression cassettes
that allow long-term expression of the therapeutic transgene,
(i1) design vectors that efficiently transduce isolated hepato-
cytes, (iil) improve cell engraftment efficiency and/or (iv)
induce proliferation of the transduced hepatocytes once
transplanted.

Use of Chimeric Envelopes

Retrovirus entry into cells is first determined by virus
binding to a specific cell surface receptor, followed by inter-
action of the virus envelope glycoprotein and its specific
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receptor (Fig. 1A). To improve hepatocyte transduction, we
engineered envelope of murine retrovirus to display hepato-
cyte growth factor (HGF), a potent mitogen for hepatocytes,
by fusing it to the envelope transmembrane subunit (TM)
[22]. Because this engineered HGF-TM protein could not
promote cell membrane fusion and therefore be used as a
surrogate receptor for virus entry, modified-envelope retrovi-
rus also displayed wild-type envelope proteins (Fig. 1B). We
showed that engineered retroviral vectors: (i) bound to c-
Met, the HGF receptor, (ii) induced hepatocyte proliferation
and (iii) transduced primary mouse and simian hepatocytes
more efficiently than an unmodified-envelope virus (Fig. 1B
and C). The engineered-envelope retrovirus also exhibited
higher infectivity for the c-Met expressing Madin-Darby
canine kidney cell line, which does not proliferate upon HGF
stimulation, showing that the chimeric HGF-TM protein also
improved virus binding onto cell surface. We further ex-
tended this approach by incorporating single-chain antibod-
ies against c-Met in viral envelope [23]. This approach of co-
displaying growth factors and a wild-type fusion-competent
envelope on retrovirus particles was since reported by others
who demonstrated increased transduction efficiency of the
targeted cells [24], including the ability to transduce resting
T cells and human CD34+ cells with recombinant lentivirus
displaying cytokines [25, 26].

Scale Up Using Non-Human Primates

Scale up on large animal models is critical for the design
of clinical protocols to evaluate the feasibility and safety of
the procedures and to provide clear evidence of the long-
term activity of the transgene.

Non-human primates are the most closely related to humans.
The Macaca liver including its vasculature, is more similar to
the human liver than that of other non-primate mammals
[27]. As in man, the left lobe constitutes approximately 1/5th
of the liver and can be easily resected and perfused.

By optimizing primary culture and transduction protocol,
we showed that up to 80% of simian hepatocytes were trans-
duced using a MoMuLV-retroviral vectors [28]. Of note, the
same protocol with sequential addition of HGF yielded up to
50% of human hepatocytes transduced [29]. To assess the
engraftment efficiency in a preclinical model and the effect
of 20% hepatectomy we designed an ex vivo protocol [30].
Hepatocytes isolated from the left lobe, were cultured for 4
days, transduced by B-galactosidase-expressing retroviruses
on day 2 and 3 in the presence of HGF, and harvested and
transplanted on day 4. Infusion of 400 million transduced
hepatocytes, equivalent to 4% of the liver mass, resulted in
engraftment of less than 2% of the liver mass, at best [28]
(Fig. 2). Thus, as in rodent models, more than 50% of trans-
planted hepatocytes were lost during the process [28, 30].
Consequently, 20% hepatectomy is not sufficient by itself to
induce liver regeneration nor increase the efficiency of
transplanted cell engraftment.

b. Lentivirus

The limitations of MoMuLV retroviral vector have been
partially overcome by the development of lentiviral vectors,
which can transduce both dividing and non-dividing cells
[31]. Lentiviral vectors are derived from different lentivirus
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Fig. (1). Schematic representation of amphotropic MoMuLYV retrovirus entry. (A) Amphotropic retroviral envelope proteins (4070A°"™)
are arranged as trimers of the surface domain (SU) anchored to the viral membrane by the transmembrane domain (TM). The 4070A™ SU
permits specific virus attachment to cell surface by binding to its receptor, Ram-1. This binding induces a conformational change in SU,
which exposes the hydrophobic domain in the TM, which then catalyses fusion between viral and cellular membranes, leading to delivery of
the virus core into the cytoplasm. (B). Schematic representation of HGF-TM chimeric envelope-MoMuLV retrovirus entry. Hepatocyte
growth factor (HGF) is fused to the 4070A°™ TM and co-incorporated with 4070A°™ proteins in retrovirus envelope. The virally displayed
HGF binds to its high affinity c-Met receptor, which is expressed by hepatocytes. This binding induces hepatocyte proliferation and increased
virus attachment to target cells. Subsequently, the 4070A°™ SU bind to Ram-1 permitting virus entry. (C). Co-operation of HGF-TM and
4070A°™ protein for improving transduction of simian hepatocytes. Hepatocytes were transduced with nuclear B-galactosidase encoding-
retroviral vector displaying 4070A°™ protein alone (upper panel) or co-displaying 4070A°™ and HGF-TM proteins (lower panel). Arrows
indicate transduced hepatocytes.

Fig. (2). Retroviral transduction and transplantation of simian hepatocytes

(A) Histochemical analysis of B-galactosidase in transduced hepatocytes. The cells were cultured in the presence of HGF and transduced by
nuclear B-galactosidase-expressing MoMuLV-retroviral vector on day 2 and 3 after plating and B-galactosidase activity was detected on day
4, showing up to 90% transduced hepatocytes. (B) Transgene expression in monkey liver after intraportal transplantation of transduced
hepatocytes. Representative field of a right lobe biopsied 4 days after infusion of 400 million hepatocytes.
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species, including caprine arthritis-encephalitis  virus
(CAEV), equine infectious anemia virus (EIAV), feline
immunodeficiency virus (FIV), human immunodeficiency
virus (HIV) and simian infectious virus (SIV). Amongst
these, the best characterized and most widely used are de-
rived from HIV-1. The vectors can be pseudotyped with dif-
ferent envelopes [32], but the glycoprotein G, derived from
Vesicular Stomatitis virus (VSV G), is the most widely used
because it is resistant to virus concentration, and does not
need receptor at the cell surface to enter target cells thus con-
ferring a broad tropism to these vectors. Novel pseudotypes
are also being investigated that confer selective preference
for specific cell types to lentiviral vectors, e.g. hepatocytes
(Hepatitis C virus envelope) [33], B lymphocytes (measle
virus envelope) [34] or GO quiescent T lymphocytes (measle
virus envelope) [35].

Due to VSV-G and viral protease cytotoxicity, stable
packaging cell lines can only be used if the expression of
these proteins is tightly regulated by means of a transcription
inducible system that is activated at the time of production
such as the tetracycline or ecdysome systems [36-40]. How-
ever to date, limitations of these systems, in particular the
poor long-term stability of the packaging cells due to leaky
expression of VSV-G and delays in the production of the
lentivectors after removal of the inhibitor from the culture,
have prevented the use of stably transfected packaging cells
in clinical settings. Lentiviral vectors of clinical grade of
have been prepared using transient transfection which is
cumbersome and difficult to scale up. A new, promising
packaging cell, based on cumate and Tet inducible systems,
has recently been described, which is being tested in several
laboratories [41].

The capacity of lentiviral vectors to infect non-cycling
cells has been attributed to mechanisms allowing active im-
port of viral DNA into the nucleus. Following fusion of the
viral and cell membranes, either at cell membrane or in en-
dosomes, depending on the envelope pseudotype, retroviral
cores form large nucleoprotein complexes which undergo
reverse transcription. The resulting complex of cDNA and
viral proteins is referred to as the preintegration complex
(PIC). The PIC is transported to the nucleus by exploiting the
cellular nuclear import machinery: several virion proteins in
the HIV-1 PIC, which includes the matrix protein, accessory
protein Vpr (when present in the recombinant lentivirus) and
integrase are karyophilic, interacting with members of the
importin family [42]. It has recently been shown that trans-
portin-SR2 is also a karyophilic interaction partner for inte-
grase [43]. In addition to these trans-acting determinants, the
central polypurine tract and central termination sequence
(cPPT-CTS), a second site of initiation of plus strand DNA
synthesis during reverse-transcription present in all lentivi-
rus, also referred as FLAP, acts in cis to stimulate nuclear
import by formation of a triple-stranded DNA [44, 45].

The ability of lentiviral vectors to integrate the transgene
into the host cell genome provides a further advantage in that
the gene transferred can be maintained in proliferating hepa-
tocytes. For in vivo gene transfer, pre-existing immunity to
HIV-1 particles is limited in the general population, by con-
trast to AAV and adenovirus. However, VSV-G-
pseudotyped lentiviral vectors are inactivated in human se-

Nguyen et al.

rum, which may limit liver transduction efficiency following
systemic vector injection [46]; this does not apply to ex vivo
gene transfer, and is a potential advantage as residual virus
particles, if present, at the surface of the transplanted cells
hepatocytes will be rapidly inactivated.

Below we will focus on VSV-G-pseudotyped lentiviral
vectors derived from HIV-1

c. Vector Design

Beyond transduction efficiency, transgene expression and
vector biosafety are also crucial and is important to achieve
adequate levels of transgene expression from a low vector
copy number per cell.

SIN Vector

The risk of enhancer-mediated mutagenesis has been
reduced by the development of self-inactivating (SIN) vec-
tors in which the U3 region of the 3> LTR (long terminal
repeat) containing the viral enhancer sequence is deleted,
leading to inactivation of both LTRs upon integration of the
provirus into the transduced cell genome [47]. In these vec-
tors transcription of the transgene is via an internal promoter.
However, enhancer elements associated with internal regula-
tory elements still have a potential for mutagenesis. Safer
vector should contain enhancer-less regulatory elements
which allow stable transcription of the therapeutic gene in
the targeted tissue.

Vector optimization should also avoid gene silencing or
variegation due to the sites of integration. This can be
achieved using chromatin insulator sequences such as the
one containing the DNase I hypersensitive site 4 (cHS4) core
from the chicken B-globin locus control region (LCR) in the
U3 LTR region [48, 49]. Another element “A2UCO” (UCOE
“ubiquitously acting chromatin opening element”) from the
human HNRPA2BI1-CBX3 locus, which consists of a methy-
lation-free CpG island, has recently been described to pro-
vide high stable transgene expression in hematopoietic stem
cells [50]. This type of sequences has not been evaluated in
hepatocytes as yet.

WPRE

The woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regula-
tory element (WPRE) is widely used, inserted into the 3' un-
translated region of coding sequences in oncoretroviral and
lentiviral vectors [51]. This sequence stimulates the nuclear
export of messenger RNAs to the cytoplasm and substan-
tially increases gene expression in different cell types [52,
53]. Addition of WPRE to a liver-specific vector carrying the
mTTR promoter, (murine transthyretin promoter fused to a
synthetic liver-specific enhancer [54]) enhanced transgene
expression by 2-4 fold in human primary hepatocytes (Fig.
3A). This lentiviral expression cassette was successfully
used to treat two animal models of metabolic disease in the
long-term [55, 56].

Stimulation of transgene expression was also described
with the Hepatitis B virus PRE sequence [57]. Furthermore,
we recently showed that a vector containing the mutated
PRE (mPRE), in which the 5’ sequences and the internal
ATG of the truncated X protein present in the sequence were
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mutated, produces levels of transgene expression comparable
to that of a vector containing WPRE [58], suggesting that
clinical vectors can include the mPRE in place of wPRE.

Transduction of Hepatocytes
a. Human Hepatocytes

Cultured human primary hepatocytes are efficiently
transduced with lentiviral vectors [59]. We demonstrated
that, when transduced in suspension, immediately after isola-
tion, hepatocytes were also highly susceptible to lentiviral
vectors. At low multiplicity of infection (moi of 1), up to
70% of human hepatocytes were transduced (Fig. 3B).
Increasing the moi to 10 allowed transduction of 90% of
hepatocytes. In addition, we reported that addition of vitamin
E, a strong anti-oxidant, greatly improved cell transduction
in some cases, when liver biopsies were of poor quality (pro-
longed time of liver ischemia between liver resection and
hepatocyte isolation, ...). Efficient transduction efficiency
was not dependent on the presence of HIV-1 accessory pro-
teins (vif, vpr, vpu, nef) but the presence of cPPT-CTS se-
quence in the vector greatly stimulated hepatocyte transduc-
tion [59].
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Fig. (3). High susceptibility of human primary hepatocytes to lenti-
viral transduction. Human hepatocytes were transduced in suspen-
sion, in the presence of 50 uM vitamin E, by a 2-hour exposure to a
lentiviral vector encoding GFP under the control of the liver-
specific mTTR promoter. This promoter is composed of the murine
transthyretin promoter fused to a synthetic liver-specific sequence
that was generated by random ligation of synthetic oligonucleotides
containing binding sites for hepatic transcription factors (DPB,
C/EBP, HNF1, HNF3, HNF4, and HNF6) [54]. Hepatocytes were
then washed, and cultured in absence of serum and growth factors
for 5 days before FACS analysis. (A) Level expression of vectors
containing or not WPRE sequence. Hepatocytes were transduced
with increasing amounts of the GFP-encoding mTTR vectors con-
taining (closed squares) or not (open squares) WPRE sequence. The
mean intensity of GFP fluorescence was determined by FACS after
culture of the transduced hepatocytes, as described above. (B) Rep-
resentative FACS analyses of hepatocytes transduced with GFP-
encoding mTTR vectors at a multiplicity of infection of 1. FL2-H
and FL1-H represent nonspecific fluorescence and specific GFP
fluorescence, respectively.
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In conclusion, the limitations of ex vivo gene therapy
regarding transduction efficiency and minimum cell manipu-
lation are avoided when using HIV-1 derived lentiviral vec-
tors. Lentiviral vectors from other lentivirus species may also
be used for transduction of human hepatocytes. However, it
has been shown that human TRIMS5aq, a restriction factor that
inactivates incoming retroviral capsids (see below) decreased
infectivity of SIV-, FIV-, EIAV- derived vectors, which may
limit their applicability in humans [60, 61].

b. Non-Human Primate Hepatocytes

Non-human primate species including the rhesus ma-
caque [62, 63] and the baboon are usually poorly transduced
by HIV-1-derived lentiviral vector [64, 65]. This is likely
due to post-entry host restriction factors, such as TRIMS5a,
the major factor restricting HIV-1 infection in rhesus cells
[66]. In the cytoplasm, TRIMS5a. binds to viral capsid leading
to premature uncoating [67]. This TRIMSa-mediated restric-
tion is cyclophilin A dependent [68]. Cyclophilin A is a
highly conserved peptidyl prolyl isomerase that also binds to
HIV-1 capsid with high affinity. Disruption of cyclophilin
A/capsid interaction by cyclosporin A increased lentiviral
infectivity in restricted non human primate cells, showing
that cyclophilin A renders HIV-1 more susceptible to
TRIMS5a restriction. However, cyclophilin A/capsid interac-
tion increases HIV-1 infectivity in humans [69, 70].

We also observed lower hepatocyte transduction of two
monkey species, Macaca cynomolgus and Macaca fascicu-
laris, when compared to human primary hepatocytes. A high
vector dose (moi of 30) is required to obtain a transduction
efficiency of 30% and 60% for cynomolgus and fascicularis
hepatocytes, respectively [58, 71]. A similar observation was
reported with rhesus CD34+ cells [65]. This is likely due to
non infectious capsids saturating host restriction factors [69,
72]. Host restriction factors in simian cells can also be abro-
gated with HIV-1-derived lentiviral vector particles incorpo-
rating modified capsid proteins [73, 74]. Interestingly, pseu-
dotyping with GALV (Gibbon Ape Leukemia Virus) enve-
lope protein improved transduction of rhesus fibroblasts as
compared to VSV-G pseudotypes. This might be due to the
difference in the route of viral entry, i.e. fusion at cell mem-
brane vs. via the endosomes for GALV and VSV-G-
pseudotype, respectively [75]. These strategies to bypass
host restriction factors have not yet been evaluated in simian
hepatocytes. Recently, it was reported that the pig-tailed ma-
caque might constitute a privileged simian model because its
CD34+ cells were efficiently transduced by this vector [65].

c. Non Primate Hepatocytes

Murine and rat hepatocytes have different susceptibility
to lentiviral transduction. This resistance is partly overcome
by increasing the moi and by addition of vitamin E at the
time of infection [59]. A plateau of transduction efficiency is
reached at 30% and 50% for murine and rat hepatocytes
respectively. We also observed that hepatocytes isolated
from adult rabbit are poorly transduced by lentiviral vectors,
as also reported in a rabbit corneal epithelial cell line [76].
By contrast, pig hepatocytes are highly transduced by HIV-1
lentiviral vectors [77].
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We and others reported that a high transduction effi-
ciency is achieved in hepatocytes after in vivo gene delivery
of lentiviral vectors into neonates or young animals [56, 78].
We also found that hepatocytes isolated from 9 day-old mice
were transduced at 75% and 90% at a moi of 10 and 30,
respectively (not illustrated). The higher susceptibility of
young hepatocytes to VSV-G pseudotyped HIV-1 derived
lentiviral vectors may be related to cell activation/cycling
status, as suggested by others [79]. Noteworthy, efficient
transduction of human CD34+ cells with lentiviral vectors
requires cell activation by cytokines (stem cell factor, throm-
bopoietin, Flt-3L) that stimulate cell expansion [80]. It was
also reported that proteasome activity restricted transduction
of hematopoietic stem cells, the activity of which was down-
regulated by cytokine treatment [81, 82]. It would be inter-
esting to evaluate whether transduction of adult hepatocytes
is increased in the presence of proteasome inhibitors.

Canine D17 cells were reported to lack restriction factors
[61], suggesting that a dog model of liver disease such as the
hemophilia B dog might be appropriate to assess the thera-
peutic effectiveness of HIV-1 derived lentiviral vectors.

In conclusion, ex vivo lentiviral transduction of hepato-
cytes of non-human origin should be performed preferen-
tially in young animals, or with a high vector dose.

Potential Problems of Lentivirus Integration in Hepato-
cytes

Insertional mutagenesis represents a major concern for
gene therapy applications. Such a safety concern has dra-
matically been highlighted after serious events that occurred
in 4 out of 10 treated patients with X-linked severe combined
immunodeficiency (SCID-X1). These patients developed
leukemia two-three years after transplantation of hema-
topoietic stem cells transduced in vitro with murine oncoret-
roviral vectors containing a transcriptionally active LTR
[83].

Animal studies in tumor-prone mice showed that tumori-
genesis was not stimulated after lentiviral vector transduction
[84, 85]. The SIN design of lentiviral vectors, and its distinct
integration profile are probably important factors in the
lower risk of insertional oncogenesis of lentiviral vectors, as
compared to the MoMuLV vectors used in the SCID-XI1
clinical trial. Indeed, HIV-1 derived lentiviral vectors prefer-
entially integrate within actively transcribed genes, while
MoMuLV vectors prefer to integrate near the start of tran-
scription units [86]. Recent studies showed that MoMuLV
vectors with SIN vector design had reduced insertional geno-
toxicity as compared to control vector with retroviral enhan-
cer [87, 88]. However, SIN vector design does not abolish
enhancer interactions, in particular when the internal pro-
moter has a strong enhancer. Inclusion of insulator elements
in the vector could reduce insertional oncogenesis [88]. In
addition, because of their shorter lifespan preclinical animal
studies may underscore genotoxicity of lentiviral vectors;
also some observed adverse events might be due to negative
synergy with underlying disease. It is important to reduce the
risk of genotoxicity by using a low moi to achieve 1-2 vector
copies per cell. Vector biosafety might be improved if condi-
tional ablation of transduced hepatocytes were possible. The
HSV-TK/GCV (herpes simplex thymidine kinase/ ganci-
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clovir) suicide strategy has proven to be safe in a clinical
trial of cancer gene therapy [89] or modulation of graft-
versus host-disease [90]. However, acquired ganciclovir re-
sistance might allow such transduced cells to escape the sui-
cide gene treatment [91].

Of note, in an adult liver hepatocytes are mitotically qui-
escent cells and very few of them are cycling; lentiviral vec-
tors might be therefore less prone to integrate into proto-
oncogenes. In addition, there is no in vivo clonal expansion
of transduced hepatocytes. In response to a loss or damage of
liver tissue, the liver mass is restored by proliferation of re-
sidual hepatocytes. Almost all hepatocytes participate in this
regenerative process, which lasts 7-10 days after a 70% par-
tial hepatectomy in rodents, and residual cells divide only
once or twice [92]. In hematopoietic tissue, cell renewal is
dependent on few progenitor or stem cells permitting a
clonal expansion of transduced hematopoietic stem cells [93,
94]. Furthermore, the entry of the hepatocyte into the cell
cycle is tightly regulated. Hepatocytes have to enter a state of
replicative competence, corresponding to the GO/G1 transi-
tion and referred as priming, where they can respond to ex-
trahepatic and intrahepatic growth factors [92]. In the ab-
sence of priming, hepatocytes could be forced to proliferate
but this needs continuous administration of high levels of
cytokine or growth factor, and, liver size being tightly regu-
lated, the liver mass returned to normal thereafter [95-98].
After neonatal delivery of MoMuLV vector, or after recon-
stitution of almost all the liver with as few as 1000
MoMuLV-transduced hepatocytes in the model of Fah-/-
mice, no transduced cells derived-tumor were reported [99,
100]. It may, therefore, be possible that the liver is less prone
to insertional oncogenesis.

A study reported the development of hepatocellular car-
cinoma following in utero or neonatal delivery of EIAV-
derived lentiviral vectors [101]. The potential role of the
wPRE sequence present in the EIAV-derived vectors was
excluded, because tumor development was not observed af-
ter HIV-1 derived lentiviral vectors carrying wPRE se-
quence. At present, the observed liver oncogenesis of EIAV
vectors is unexplained.

Hepatocyte Infusion

In cases of metabolic liver disease in which the liver
architecture is intact, the presence of a physiological matrix
and the availability of a portal blood supply make the liver
the optimal site for hepatocyte transplantation. The intra-
portal route has been used in animal models (and humans).
Once engrafted, syngeneic hepatocytes survived indefinitely.
They interact with neighbouring hepatocytes allowing inter-
actions, regulatory signaling and persistence of specialized
hepatocellular function.

Ectopic sites for hepatocyte engraftment have been inves-
tigated, in particular the peritoneal cavity. However, these
sites do not efficiently support cell viability for long periods
because the transplanted cells have no direct and instant ac-
cess to oxygen and nutrients. However, the survival of hepa-
tocytes transplanted into the peritoneal cavity can be pro-
longed by encapsulation in alginate or attachment to colla-
gen-coated beads [102].
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Of all non-hepatic organs, the spleen has proven to be the
best site for hepatocyte grafts [103]; hepatocytes infused into
the portal vein or infused into the spleen undergo blood
flow-mediated translocation to the hepatic sinusoids. How-
ever, a large proportion (approximately 25%) remains in the
spleen, which can serve as a site for long-term survival and
function of grafted hepatocytes [104]. Interestingly, Ohashi
et al. showed long-term survival of hepatocytes transplanted
under the kidney capsule which survived in sufficient num-
ber to achieve 5-10% normal level of factor VIII in hemo-
philia A mice [105, 106].

It is worth noting that hepatocytes are metabolically spe-
cialised cells and liver genes are differentially expressed
along a portocentral axis, allowing for metabolic zonation.
Mechanisms directing position-specific liver gene regulation
are incompletely understood, although the Wnt/beta-catenin
pathway and APC seem to be involved [107]. A recent study
confirmed the high degree of plasticity of gene expression in
hepatocytes subjected to a change in microenvironment and
the predominant role of the liver microenvironment in direct-
ing position-specific gene expression [108].

Hepatocyte Transplantation in Rodents

Many studies have shown that hepatocytes (approxi-
mately 20-40 pum diameter) transplanted in rodents via the
spleen or the portal vasculature enter through portal vein
branches and are trapped in proximal hepatic sinusoids
which are 6-9 um in diameter; consequently the hepatocytes
are distributed predominantly in periportal regions of the
hepatic lobules. Numerous hepatocytes (up to 70% of trans-
planted cells) remain trapped in the portal spaces and most of
them are destroyed by the phagocytic responses of Kupffer
cells, which are activated shortly after deposition of hepato-
cytes in liver sinusoids [109]. The remaining cells translocate
from sinusoids into the liver plates through a process invol-
ving disruption of the sinusoidal endothelium, and release of
vascular endothelial growth factor by both host and trans-
planted cells. Subsequently, translocated cells integrate into
the liver parenchyma where gap junctions and bile canaliculi
form between transplanted and host hepatocytes without any
significant proliferation in adult animals [110-112]. Only
hepatocytes with a selective advantage for survival/prolif-
eration can massively repopulate a recipient liver, thus, many
repopulation strategies have been developed using ap-
proaches involving the induction of acute or chronic liver
injury [113]. Liver conditioning by irradiation or prolonged
cell cycle block also promotes preferential proliferation of
transplanted hepatocytes [114, 115]. However, all these pro-
cedures, including hepatectomy and injection of toxins to
induce liver damage, cannot be used in patients: such liver
conditioning carries unacceptable clinical risks.

In Vivo Transgene Expression After Transplantation of
Transduced Hepatocytes

We developed an original approach, in which isolated
hepatocytes are transduced in Suspension with a Lentiviral
vector and Immediately Transplanted (SLIT). SLIT allows
rapid transduction of almost all human hepatocytes, which
can be then transplanted within hours after cell isolation
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without a culture step. It preserves engraftment, functional
and proliferative potential of transduced hepatocytes [59, 77,
116]. Using the SLIT approach, we recently demonstrated
that hepatocytes isolated from a patient suffering from
Crigler-Najjar type 1 allowed gene correction of almost all
hepatocytes and restoration of UGT1Al protein expression
[117]. Human hepatocytes can be cryopreserved after trans-
duction and after thawing keep their ability to engraft in the
liver of immunodeficient mice [77, 117].

The most powerful murine models able to harbour func-
tional liver cell xenografts are mice homozygous for targeted
mutations in the interleukin-2-receptor (IL-2R) gamma-chain
locus (Rag2gammac-/- mice); these mutations cause severe
impairments in T- and B-cell development and function and
also completely prevent NK-cell development [118].

We explored the long-term expression of a transgene
(Green Fluorescence Protein or GFP) driven by liver-specific
regulatory sequences, derived from the human Apolipopro-
tein A-II gene. Simian primary hepatocytes were subjected to
SLIT and transplanted into immunodeficient mice. Expres-
sion of GFP was sustained at 12 weeks post-transplantation
[71]. Similarly, long-term expression (up to 26 weeks post-
transplantation) was demonstrated with mTTR promoter
after transduction of human hepatocytes isolated from CN-1
patients and transplantation in NOD/SCID mice [117].

The Gunn rat model constitutes an attractive and very
convenient model, however corrected hepatocytes have no
selective advantage over diseased hepatocytes. We demon-
strated the therapeutic proof-of-principle of SLIT for treating
inherited metabolic liver diseases in the Gunn rat, an animal
model of CN-1. In Gunn rats receiving UGT1Al-lenti-
virally-corrected hepatocytes, bilirubinemia decreased by
about 30% [119]. The level of correction remained stable for
up to 240 days. However, transplanted hepatocytes ac-
counted at most for 0.5-1% of the recipient liver [110]. Our
study highlighted the crucial need to improve hepatocyte
engraftment efficiency and/or induce the proliferation of
grafted hepatocytes in the recipient liver. Interestingly, it was
recently reported that hepatocytes overexpressing FOXM1B
repopulated regenerating liver more rapidly than control he-
patocytes [120].

The Non-Human Primate as a Preclinical Large Animal
Model to Improve Hepatocyte Engraftment

Not only are new rodent models of cell transplantation
required but large animal models (rabbits, pigs, dogs or non-
human primates) are needed. Research with large animal
models is essential to define procedures than can be applied
clinically. As mentioned above, our first experiments with
Macaca showed that, as in rodents, transplanted hepatocytes
were lost and did not proliferate, despite a 20% hepatectomy.
We also showed that an SV40 Large 7-immortalized simian
foetal liver progenitor cell line did not proliferate in situ,
after transplantation of the cells into Rag2gammac-/- mouse
livers [121]. Thus, hepatocytes which display a high ability
to proliferate in vitro, do not grow in a quiescent environ-
ment. We used the CRE recombinase in vitro to excise the
transgene; hepatocytes from which the transgene had been
excised stopped dividing and became apoptotic [122].
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a. Permanent Partial Portal Occlusion

In rats, the occlusion of portal branches of the two ante-
rior liver lobes (70% of total liver mass), results in a regen-
eration response in the remaining non-occluded lobes leading
to their hypertrophy [123, 124]. This approach was per-
formed in Watanabe hyperlipidemic rabbits to improve
therapeutic efficacy of hepatocyte transplantation. Five
months after transplantation of allogeneic hepatocytes into
PBL-stimulated Watanabe rabbits, the decrease in choles-
terol was more pronounced and sustained than in non-ligated
animals [125]. This experiment demonstrated that a liver
regeneration stimulus enhanced the population of grafted
hepatocytes and their functional effect in a large animal
model of liver metabolic disease.

Portal vein occlusion is also a widely practiced technique
in humans. In humans, portal ligation or embolization is per-
formed before major hepatectomy and the embolized liver is
generally removed. To explore its effect on hepatocyte en-
graftment, 50% of the portal territory was occluded either by
ligation or by embolization with biological glue prior to cell
transplantation in non-human primates (Macaca mulatta).
The left lateral lobe, which accounts for about 20% of the
liver mass was resected for hepatocyte isolation. Isolated
hepatocytes were immediately labeled with the Hoechst fluo-
rescent dye and transplanted via the portal vein. Liver re-
generation was induced after partial portal embolization and
transplanted hepatocyte engraftment/proliferation was en-
hanced after embolization leading to replacement of ap-
proximately 10% of the liver mass [58].

b. Transient Partial Embolization
Liver Regeneration

In patients the embolized liver is not removed and the
long-term effects of permanent portal occlusion with a non-
absorbable material are not known. Therefore, it would be
safer to use absorbable embolizing materials prior to hepato-
cyte transplantation since the embolized liver is not to be
resected.

We tested the effect of reversible portal vein emboliza-
tion using an absorbable material (Curaspon powder) rather
than gelfoam strips (known to obstruct larger portal branches
and therefore probably resulting in early reperfusion of
embolized liver). Obstruction of the portal branches with
Curaspon powder resulted in hypertrophy of the non-
embolized segments and an increase in the non-embolized
liver volume: from approximately 40% before embolization
to 55.9 + 1% after embolization. Complete portal reperfusion
was observed approximately 15 days after embolization and
was sufficient to induce significant hepatocyte proliferation,
which peaked three days after surgery [123].

Transplantation of Transduced Hepatocytes

The left lobe was resected to isolate hepatocytes and the
left and right anterior portal branches of animals were em-
bolized with absorbable material (Fig. 4A, B and C). Isolated
hepatocytes from the left lobe were labeled with Hoechst dye
or transduced in suspension with lentiviral vector expressing
GFP under the control of the human Apolipoprotein A-II
regulatory sequences and transplanted via the inferior mesen-
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teric vein [58]. Liver repopulation after transplantation with
Hoescht-labeled hepatocytes was 7.4 + 1.2%. It was 2.1% +
0.2 % with transduced hepatocytes (Fig. 4D). Given that the
mean transduction efficiency of the GFP-expressing cells
was similar to that obtained with Hoechst-labeled cells,
transgene expression persisted at 16 weeks post-transplan-
tation.

CONCLUSIONS

Significant progress has been made in the design of safer
lentiviral vectors, which allow efficient human hepatocyte
transduction, and long-term transgene expression in situ in
preclinical models. We have also developed preclinical ap-
proaches of hepatocyte transplantation in non-human pri-
mates under defined conditions which allow significant pro-
liferation of transplanted hepatocytes. The procedure is eas-
ily transposable to the clinic.

Current investigations are being carried out to generate
(i) stable packaging cells for lentiviral vector production
devoid of replication-competent lentivirus: such cell lines
would certainly improve the safety, large-scale manufacture
and the costs of clinical-grade lentivector production [41];
(i) new vectors, such as the integrative deficient lentiviral
vector (IDLV) [126]. In the absence of a functional integrase
protein, lentiviruses are unable to integrate into the genome
of transduced cells and remain in the nucleus as 1-LTR or 2-
LTR episomes. These viral episomes are transcriptionally
active, although at lower levels than their integrated counter-
parts [127, 128]. IDLV vectors are produced using the same
protocol as integrative vectors, but a packaging plasmid cod-
ing for a defective-integrase is used in place of the regular
packaging plasmid coding for a functional integrase [126,
129]. Lentiviral episomes are not maintained in dividing
cells, because of vector loss during cell replication rather
than vector degradation [130, 131]. They allow however
long-term transgene expression after injection in non-
dividing organs, such as retina, muscle, brain and liver [126,
129, 132, 133]. Interestingly, targeted integration was
achieved using IDLV vectors providing both the expression
of designed zinc-finger nucleases that induce a specific dou-
ble-strand break in cell genome and the template DNA for
gene correction [134].

Non viral integrative vectors, based on transposon sys-
tems such as “sleeping beauty”, are also being investigated.
The sleeping beauty system consists of two components: a
plasmid containing the transposon, which carries the expres-
sion transgene cassette flanked by two terminal inverted re-
peats containing binding sites for the transposase, and a
sleeping beauty transposase that can move the transposon
from the carrier plasmid to cell genome [135]. The transpo-
sase source can be an expression cassette included in the
transposon plasmid. Recent efforts have been made to con-
struct “sleeping beauty” transposases that can target specific
integration sites [136, 137]. The sleeping beauty system has
been shown to cure murine hemophilia and tyrosinemia mice
in the long-term after in vivo gene delivery [138-141] and
was recently evaluated for ex vivo gene transfer [142].

As far as cells are concerned, recently discovered tech-
nologies for reprogramming of postnatal and even adult fi-
broblasts into pluripotent stem cells (=Induced Pluripotent
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Fig. (4). Long-term engraftment of transplanted hepatocytes and transgene expression after transient embolization of Macaca liver. (A) Por-
tograms before and (B) after embolization of the left and right anterior portal branch. (C) Schematic representation of Macaca liver surgery
protocol. The left posterior portal branch (LPPB) is removed for hepatocyte isolation. The left anterior portal branch (LAPB) and the right
anterior portal branch (RAPB) are then embolized by infusion of Gelfoam powder (light gray) (D). Immunohistochemical staining of a repre-
sentative liver section of transplanted transduced simian hepatocytes in non-embolized segments, 8 weeks after transplantation. Hepatocytes
were transduced in suspension for 2h with a lentiviral vector encoding GFP under the control of the liver-specific human Apolipoprotein A-II
promoter, at a multiplicity of infection of 30, washed and immediately transplanted via the mesenteric vein. Transduced hepatocytes were
detected on liver sections by immunostaining with antibodies directed against GFP.

PV : portal vein, LPV : left portal vein, RPV : right portal vein, RPPB : right posterior portal branch.

Stem Cells, iPS) may pave the way towards the generation of
patient-specific autologous cells [143]. This approach relies
on the introduction by means of retrovirus or lentiviruses of
three genes expressing transcription factors (Oct4, Sox2,
KIf4) +/- c-myc, the overexpression of which induces the
reprogrammation of fibroblasts into pluripotent ES-like stem
cells. Results obtained by different groups to date suggest
that human iPS cells, once established, are transcriptionally
and epigenetically similar to ES cells and maintain the poten-
tial to differentiate into derivatives of all germ layers. Actual
developments aim at deriving safe human iPS cells with
regulated gene expression and/or devoid of integrated provi-
rus [144]. The further important step will be to identify ways
of assessing which iPS cell lines are sufficiently safe to use
for therapeutic applications. The ability to generate patient-
specific pluripotent cells should lead to the development of
new ex vivo gene therapy approaches, including toward liver
diseases [145]. This would allow multiple autologous cell
infusion.

Clinical trials of ex vivo liver gene therapy can be ex-
pected in the near future. To avoid problems with the poten-
tial immunogenicity of the transgene, proof-of-concept stud-
ies will have to focus on metabolic disease patients who still
express low levels of the defective protein.
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ABBREVIATIONS
AAV = Adeno-associated virus
CAEV = Caprine arthritis-encephalitis virus
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CN-1 = Crigler-Najjar syndrome type I

cPPT-CTS = Central termination sequence

EIAV = Equine infectious anemia virus

FIV = Feline immunodeficiency virus

GALV = Gibbon Ape Leukemia Virus

GFP = Green Fluorescence Protein

HGF = Hepatocyte growth factor

HGF-TM = Fusion protein between HGF and 4070A*"
™

HIV = Human immunodeficiency virus

IDLV = Integrative deficient lentiviral vector

iPS = Induced Pluripotent Stem Cells

LTR = Long terminal repeat

MOI = Multiplicity of infection

MoMuLV = Moloney-Murine Leukemia Virus

mTTR = Murine transthyretin promoter fused to a
synthetic liver-specific enhancer

OLT = Orthotopic liver transplantation

PBL = Portal branch ligation

PIC = Preintegration complex

SCID-X1 = X-linked severe combined immunodefi-
ciency.

SIN = Self-inactivating

SIvV = Simian infectious virus

SLIT = Suspension with a Lentiviral vector and Im-
mediately Transplanted

SU = Surface unit

™ = Transmembrane subunit

UGT1Al = Bilirubin glucuronosyl transferase

VSV G = Vesicular Stomatitis virus G glycoprotein

WPRE = Woodchuck hepatitis virus posttranscrip-
tional regulatory element
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DISCUSSION DE L’ARTICLE

Les progres réalisés depuis quelgues années dandoheaine de la
thérapie génique ex vivo sont impressionnants. Danspremier temps,
I’émergence des vecteurs lentiviraux dérivés du VIH-1 qui ont la
capacité de transduire des cellules guiescentemno® les hépatocytes
humains, et d’assurer 1’expression d’un transgéne a long terme a été une
trés importante avancée. L’amélioration de la sécuritéet de 1’efficacité

de transduction de ces vectewrsrmet aujourd’hui leur utilisation dans
des approches de thérapie génique ex vivo avec mbssiltats tres
encourageants Ensuite, la création des modéles animaux de
transplantation d’hépatocytes pour améliorer la prise de greffe et
I’intégration d’hépatocytes dans le parenchyme hépagig aussi joué un
réle trés important pour le développemead cette approche. Dans ce
but, des approchesd’induction de régénération hépatique et
d’augmentation de la prise de greffe, comme I’EPP définitive ou
réversible, ont été testées avec succes. En combirntautes ces
avancées, notre équipe a développé un modéle d’autotransplantation
d’hépatocytes génétiquement modifiés ex vivo chez le macaque, qui a
permis une importante régénération hépatique etlifgmation des
cellules transplantésinsi qu’une expression du transgéne a long terme.
Ce modele est transposable en clinique, en effedtlbden sdr toutes les
améliorations nécessaires et en prenant toutepiésautions demandées

pour un passage chez ’Homme.
La thérapie génigue ex vivo est une approche ativacet prometteuse

pour le traitement des MMHH. L’autotransplantation d’hépatocytes

génétiquement modifiés pourrait devenir une vérliegaboncurrente a la
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transplantation d’hépatocytes allogéniques pour le traitement de ces
maladies Des essais cliniqgues de thérapie génique ex vivosdae but
sont attendus et seront réalisés damsfutur proche. Cependant, pour
valider cette approche étviter les problémes liés a I’immunogénicité du
transgene, les premiéres études devraient étrecwfées chez des

patients qui expriment a un niveau faible la proagmanquante.
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Nous avons démontré pour la premiere fois dans la littérékfificacité d’une EPP
réversible ou transitoire a induire une importante prolifération hépatocytaire et
régénération hépatique chez le macd@le]. A la différence de I’EPP par un produit

non résorhble il ne s’agit pas d’une approche potentiellement délétére a long terme.

Pour provoquer une obstruction veineuse plus compléte nous avons opté pour le
Curaspon® en forme de poudre, une gélatine biodégradable couramment utilisée chez
I’Homme pour induire une occlusion vasculaire temporaire dans un but hémostatique.
Cela nous a permis d’obtenir une obstruction complete, s’étendant des branches

portales principales jusqu’aux branches distales de petit calibre. Nous avons montré

gue cette approche est faisable et sans danger chez le macaque : elle a été bien tolérée
par tous les animaux, avec un niveau des transaminases qui est revenu a la normale
trois jours apres 1’intervention et des biopsies hépatiques normales a J15. Nous awn
ensuite montré que cette EPP transitoire provoque une occlusion portale entierement
réversible qui dure environ deux semaines, période durant lagselléait la
régénération hépatique. En effet, la prolifération hépatocytaire apresiéfiPRive

débute rapidement et la régénération des segments non embolisés se produit
essentiellement pendant les 15 premiers jours. Damsodele d’EPP chez le porc, la
réplication hépatocytaire chute a moins de 2% a[612]. Dans notre modéle de
primate aprés EPP définitive, la régénération hépatique débute encore plus
précocement (maximum de prolifération hépatocytaire de 23.5% a J3, chute a 11.2% a
J7) [278] L’EPP au Curaspon® semble donc provoquer une occlusion portale d’ une

durée idéale pour stimuler une régénération hépatique suffisante. Enfin, nous avons
montré que la régénération des segments hépatiques non-embolisés est significative
avec une augmentation du volume du foie ambelisé de 1’ordre de 40% un mois

apres EPP xersible.

15¢
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Nos données suggerent qu’une occlusion portale partielle initiale, méme si elle n’est

pas définitive, est suffisante pour déclencher les mécanismes responsables
régénération hépatique dans le foie 4aatbolisé. L’utilisation du Curaspon® en

poudre peut étre considérée comme la forme la plus évoluée d’embolisation : trés

distale, résorbable egui dure suffisamment pour induire 1’hypertrophie
hépatique. La recanalisation précoce du territoire embolisé apres environ deux
semaines n’exclut pas I’augmentation du volume hépatique. En effet, cette période de

deux semaines est compatible avec la cinétigue de la régénération hépatique chez
I’homme suite a une EPP définitive : période précoce de régénération intedsme

durée de 3 semaines, suivie par une période de stable et faible augmentation du
volume résiduel hépatique [608]. A la fin de cette périodeaiaiti’ occlusion portale,

le foie non-embolisé sembdeoir effectuéplus de 75% de son hypertrophie.

Si on couple a ces données le fait I’EPP réversible est un geste peu invasif, notre
approche pourrait devenir tres prometteuse en cliniqgue. Celteiqae pourrait étre
indiguée dans des situations cliniques nécessitant une régénération hépatique de courte
durée, comme dans le traitement de cancers du foie en plusieurs étapes. Il a été aussi
suggéréajue notre approche pourrait avoir un role dansalasplantation hépatique par
donneur vivant, pour augmenter le volume du lobe gauche du donneur [612, 627]
Cependant, nous considérons que des études supplémentaires doivent étre effectuées
pour pouvoir appliquer notre approche dans le domairie td@nsplantation hépatique
orthotopiquechez I’Homme. Enfin, I’EPP réversible pourrait avoir une indication dans

des cas qui ne nécessitent pas une résection hépatique, comme la transplantation
d’hépatocytes pour le traitement de maladies métaboliques du foie, en créant un

« espace physiologiquepour la prolifération d’hépatocytes transplantés par 1’atrophie

des segments emboliséans provoquer des lésions définitiaegoie embolisé.

Les résultats trés encourageants de I'utilisation de I’EPP réversible au Curaspon®
nous ont permis d’évaluer cette approche dans notre protocole préclinique de thérapie

géniquepour le traitement de 1’hypercholestérolémie familiale. Ce protocole consiit
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a une autansplantation d’hépatocytes génétiquement modifi€és ex vivo par un vecteur

lentiviral chez le primate.

Nous avons démontré que I’EPPréversible induit une régénération hépatique du foie
non-embolis¢ et améliore notablement les résultats de la transplantation d’hépatocytes
isolésgénétiguement modifies exprimant la GFP [621]. En dléssemaines apres la
transplantation, les hépatocytes greffées et transduits par notre lentivirus-&saAll
exprimaient le transgene contrdlé par le prteunpapo-All humain. Notre étude a

aussi montré que I’utilisation de notre vecteur lentiviral chez les grands animaux a été
bien tolérée et sans risquea téalisation d’une EPPréversible avant la transplantation

a augmenté de maniere significative le ppemtage des cellules transduites greffées.

Le stimulus de régénération sur le foie résiduel ainsi que sur les cellules transplantées
a eu comme résultat la repopulation de 2% du foie. Si on tient compte que notre taux
de transduction de cellules était d’environ 30% seulement, en sachant que plus que
90% d’hépatocytes humains sont transduits par ce méme lentivirus et en utilisant les
mémes conditionsous estimons qu’une repopulation hépatique de 6 a 7% pourrait

étre atteinte chez les patients. Ce résultat est suffigarit est connu qu’une prise de

greffe hépatocytaire de 5% aprés transplantation d’hépatocytes normaux ou
génétiqguement modifiés pourrait étre suffisante pour obtenir une amélioration clinique
d’une MMHH, comme I’hypercholestérolémie familiale [96, 625]. Enfin, les résultats

de cette étude pourraient aussi avoir une implication dans des protocoles de

transplantationl’hépatocytes allogéniques pour le traitement des MMHH [285].

Notre protocole d’autotransplantation d’hépatocytes génétiquement modifiés X vivo

chez le macaque a montré pour la premiérechez un gros animal que I’EPP avec un

produit résorbable entraine avec des conditionsédaité optimales une repopulation
hépatique importanté hépatocytes transduits par un vecteur lentiviral, et ceci méme a
distance de la transplantation hépatocytaire. Nous avons aussi déemontré que
I’expression du transgéne a long terme peut étre obtenue en utilisant des séquences

régulatrices hépatiques humaines. Les résultats encourageants de ces travaux nous ont
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ouvert la voie pour mevisager la réalisation d’une étude clinique de phase I/II pour

I’hypercholestérolémie familiale.

Avant I’étape clinique, nous prévoyons des expérimentations précliniques sur le lapin
Watanabe, le modéle animal déypercholestérolémie familiale. Le protocole
expérimental sera le méme, avec quelques modifications dues aux différences
anatomiques et physiologiques existantes entre le macaque et le Ngsn.
expérimentations sur le lapin Watanabe sont en cours et nos premiers résultats seront
bientdt publiés (Goulinet-Mainot S, Tranchart H, Groyer-Picard IMinas P, Diop

PS, Holopherne D, Gonin P, Benihoud K, Ba N, Gauthier O, Franco D, Guettier C,
Pariente D, Weber A, Dagher |, Nguyen .Tkhproved hepatocyte engraftment after
portal vein occlusion in LDL-receptor deficient WHHL rabbits and lentiviral-mediated

phenotypic correction in vitro. Cell Transplantation 2012, ac¢epté

L’effet métabolique de notre approche devra étre démontré chez le lapin Watanabe
avant de pouvoir envisager un passage chez I’Homme. En cas de succes, les
perspectives immeédiates seront de réaliseredsai clinique. Il s’agit d’un essai

clinigue dephase I/ll évaluant la faisabilité et la tolérance de la transplantation
d’hépatocytes autologues transduits par un lentivirus recombinant exprimant le
récepteur RLDL chez des patients ayant une hypercholestérolémie familiale. En cas
de succeés de ce protocole clinique pour I'hypercholestérolémie familiale nos
perspectives a plus long terme seront d'étendre cette approche a d'autres maladies
métaboliques hépatigues monogéniques dont le géne est claagaetérisé mais
¢galement d’évaluer I’EPP réversible dans le cadre de [D’allotransplantation
d'hépatocytes normaux provenant de donneurs cadavériques. Enfin, nous sommes
actuellement entrain d’évaluer 1’efficacité de notre approche HPP réversible a

induire une régénération hépatigsignificative chez desagients atteints d’un cancer

du foie.
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