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Physiopathologie,

thérapeutique

de marqueurs moléculaires et

d’antigenes de surface permet
actuellement d’obtenir, apres tri en
cytométrie de flux, des sous-popula-
tions cellulaires qui apparaissent
indemnes de cellules malignes dans
certaines leucémies aigués [1] ou
dans certains lymphomes [2]. Il n’est
pas du tout établi que ces méthodes
de sélection de cellules non néopla-
siques puissent un jour étre appli-
quées a la clinique hématologique
en I'absence de techniques d’expan-
sion cellulaire cliniquement utili-
sables [3]. Les effets éventuels a long
terme des techniques de sélection, de
purge ou d’expansion sur le fonc-
tionnement des cellules hématopoié-
tiques, la stimulation possible des cel-
lules néoplasiques, restent a évaluer.
Enfin, la contribution des cellules
néoplasiques, contaminant un éven-
tuel greffon ainsi engendré ex vivo,
aux rechutes obtenues aprés auto-
greffe ne peut étre déterminée que
par des techniques de transfert de
genes. Toutes ces questions sont
actuellement posées dans plusieurs
types d’hémopathies malignes, essen-
tiellement des lymphomes, myélomes
et certains types de leucémies.
La leucémie myéloide chronique
(LMC) représente a cet égard le pro-
totype de I'affection hématologique
pour laquelle les efforts scientifiques
accomplis pour caractériser les cel-
lules souches hématopoiétiques pos-
sédant le chromosome Philadelphie
(Phl) ont abouti a des procédures
de détection et de manipulation ex
vivo. Ces efforts sont justifiés par le
fait que la LMC est une affection
grave dont le seul traitement curatif
reste la greffe de moelle allogénique

I ‘utilisation d’une combinaison

s intrafamiliale ; le pourcentage de sur-
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vie 4 5 ans est de 'ordre de 65-70 % a
condition qu’elle soit pratiquée chez
des patients jeunes et a une phase
précoce de la maladie (moins d’un
an apres le diagnostic). La mortalité
est importante au cours de la pre-
miére année post-greffe, liée essen-
tiellement a la maladie du greffon
contre 1’héte et aux infections
opportunistes, et elle n’est plus appli-
quée au-dela de 50-55ans selon les
centres. En I'absence de donneur
dans la fratrie, la greffe de moelle
allogénique a partir d’'un donneur
HLA-compatible non apparenté per-
met également des guérisons mais
avec une toxicité et une mortalité
beaucoup plus importantes. Si la
greffe allogénique n’est pas possible
(absence de donneur HLA-compa-
tible, age avancé...), la plupart des
patients bénéficient actuellement
d’un traitement par I'interféron-a.
Les études randomisées ont, sur la
survie, montré la supériorité de ce
traitement par rapport a la chimio-
thérapie classique (hydroxyurée ou
busulfan), mais seulement en cas de
réponse cytogénétique majeure qui
n’est obtenue que chez un faible
pourcentage de patients (15-20 %).
Les résultats d’'une étude multicen-
trique récente montrent, par ailleurs,
que le pourcentage de réponse cyto-
génétique majeure peut étre aug-
menté jusqu’'a 41 %, avec un effet
favorable sur la survie a 3ans, par
I’association de faibles doses de cyto-
sine arabinoside et d’interféron-a
[4]. Enfin, dans une proportion non
négligeable de patients inéligibles
pour la greffe allogénique, se pose le
probléme de la place de 'autogreffe
avec des cellules médullaires obte-
nues lors de la phase chronique ou,
plus récemment, en utilisant des cel-

lules souches périphériques
recueillies par des techniques de
cytaphérése. Ainsi, des essais cli-
niques testent actuellement la conta-
mination de prélévements de cellules
souches par des cellules leucémiques
et la capacité de ces cellules de régé-
nérer une hématopoiése sans chro-
mosome Phl apreés autogreffe. La
LMC représente donc, par son évolu-
tion clinique particuliére, par la pré-
sence d’un marqueur chromoso-
mique spécifique et par la possibilité
de techniques de manipulation, un
modéle pour développer des
approches de mobilisation sélective
de cellules souches (figure 1).

Mobilisation de cellules souches
hématopoiétiques

Les cellules souches hématopoié-
tiques peuvent étre mobilisées en
phase de récupération de I’aplasie
induite par la chimiothérapie ou par
I’association de cette derniére a I’uti-
lisation de facteurs de croissance,
notamment G-CSF [5]. Les bases phy-
siopathologiques de ce phénomene
sont trés peu connues et semblent
faire appel a des modifications
fugaces de I'expression de molécules
d’adhérence, notamment les inté-
grines, a la surface de cellules héma-
topoiétiques [6]. Bien que l'expres-
sion de certaines molécules
d’adhérence se trouve réduite dans
les cellules CD34" recueillies apres
mobilisation (avec notamment une
réduction de I'expression de VLA-4,
VLA-5, LFA-3 et de LFA-1), il n’est
pas du tout certain que cet effet soit
directement lié a I'action de G-CSF
car les cellules CD34" présentent au
contraire une augmentation de leur
capacité adhésive dépendante des
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Figure 1. lllustration schématique des approches d’élimination de cellules
leucémiques (purge antileucémique) suivies d’autogreffe de cellules non leu-
cémiques (ou sans chromosome Ph,). Les tentatives de purge antileucé-
mique par traitement ex vivo de la moelle restent actuellement expérimen-
tales tandis que les approches de purge in vivo par administration d’une
chimiothérapie suivie d’un recueil de cellules souches sous G-CSF est de pra-
tique courante. Dans les deux types d’approche, le patient recoit un traite-
ment de conditionnement suivi de la transplantation d’un greffon autologue
enrichi en cellules normales. Conditionnement : irradiation corporelle totale
+ cyclophosphamide ou busulfan + cyclophosphamide.

intégrines VLA-4 and VLA-5 aprées
traitement in vitro par certaines cyto-
kines, notamment IL-3, GM-CSF et G-
CSF [7, 8]. Le mécanisme de Deffet
de mobilisation induit par G-CSF est
donc inconnu et il est difficile de
I'expliquer par des modifications
exclusives de I'adhésivité. Certains
médicaments cytotoxiques et, en par-
ticulier, le cyclophosphamide, pour-
raient favoriser la mobilisation des
cellules souches hématopoiétiques
en induisant des modifications de la
barriére moelle-sang avec, comme
conséquence, une migration anor-
male des cellules a travers I’endothé-
lium sinusoidal [9]. II est cependant
probable que plusieurs mécanismes
entrent simultanément en jeu,
notamment une prolifération des cel-
lules souches hématopoiétiques dans
la moelle avant leur mobilisation vers
le sang périphérique [10]. Un role
direct des molécules d’adhérence
dans le processus de mobilisation a
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été prouvé expérimentalement chez
des primates, I’administration d’anti-
corps anti-VLA-4 conduisant a une
mobilisation des cellules souches
hématopoiétiques [11]. Enfin, les
effets différentiels des procédures de
mobilisation sur les cellules hémato-
poiétiques malignes par rapport aux
cellules hématopoiétiques normales,
encore inconnus, sont a 1’évidence
d’une importance capitale pour la
qualité du greffon.

La LMC représente également un
modele intéressant de mobilisation
par I’hypo-adhésivité documentée
des cellules hématopoiétiques Phl
[12], corrigée dans certains systémes
in vitro par l'interféron-a [13]. Les
patients ayant une réponse cytogéné-
tique majeure apres traitement par
interféron-0 ont probablement un
pool de progéniteurs sans chromo-
some Phl plus important, ce qui
expliquerait les succes récents obte-
nus dans le recueil de cellules

souches normales apres traitement
par G-CSF seul chez ces malades
(voir plus bas). Cependant, un effet
direct de 'interféron dans la correc-
tion des anomalies adhésives est plus
difficile a démontrer, d’autant que le
role de BCR-ABL dans l'induction
d’une hypo-adhésivité dans la LMC a
été récemment contesté [14].

Mobilisation de cellules souches
périphériques : modele de la LMC

Plusieurs raisons poussent a essayer
de recueillir des cellules souches
périphériques (CSP) sans Phl pour
une autogreffe. La premicre est le
fait que l'autogreffe en premiere
phase chronique semble montrer un
effet bénéfique sur la survie [15]. Il
est donc raisonnable d’essayer
d’obtenir une certaine forme de
purge de manieére a réaliser des
greffes contenant moins de cellules
souches avec le chromosome Phl. La
deuxiéme raison est la persistance,
surtout en premiere phase chro-
nique, de cellules souches normales
dont I'existence a été mise en évi-
dence initialement chez les patients
traités par des chimiothérapies inten-
sives entrainant des rémissions cyto-
génétiques bréves. La preuve for-
melle de I'existence de ces cellules et
surtout leur maniabilité ex vivo a été
obtenue par des techniques de cul-
ture a long terme montrant chez cer-
tains malades une disparition pro-
gressive des cellules leucémiques
avec un maintien préférentiel des cel-
lules sans Phl [16]. Cette observation
a constitué la base d’'un essai théra-
peutique démontrant que les cellules
produites apres autogreffe de moelle
cultivée ex vivo étaient non clonales et
sans réarrangement BCR-ABL [17].
Le suivi a long terme de ces malades a
cependant montré une rechute molé-
culaire puis hématologique, nécessi-
tant la reprise d’un traitement [18].
La contribution des cellules autogref-
fées a la survenue de rechutes a été
démontrée dans une expérience de
marquage génique [19]. Enfin, une
étude récente indique que le pour-
centage de cellules Phl autogreffées
est en relation directe avec le pour-
centage de rechutes [20]. Ces résul-
tats ont donc justifié et stimulé le

développement des approches d’auto- m———
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greffe apres recueil de cellules enri-
chies au maximum par des cellules
sans chromosome Phl. Cette purge a
pu étre envisagée a deux niveaux: ex
Vivo et in vivo.

Purge ex vivo dans la LMC

Plusieurs méthodes de «purge» ex
vivo ont été développées au cours des
derniéres années, comprenant, en
dehors des techniques de culture a
court terme de 10 jours [17, 18], 'uti-
lisation de mafosfamide, d’oligonu-
cléotides antisens, d’interféron-a,
d’IL-2 ou de tyrphostines a activité
antityrosine kinase préférentielle pour
BCR-ABL (figure 1) [21]. Bien que pro-
metteuses et intéressantes, ces
méthodes sont lourdes et toxiques.
L’essai clinique utilisant les cultures a
court terme du groupe de Vancouver
[18] est actuellement celui qui a inclus
le plus de malades mais, en I’absence
d’essais thérapeutiques controlés, il
sera impossible de démontrer un effet
bénéfique sur la survie.

Mobilisation sélective : purge in vivo

Bien qu’on ait récemment montré la
présence de cellules hématopoié-
tiques primitives (long-term culture ini-
tiating cells ou LTC-IC) «non leucé-
miques» dans le sang périphérique
de certains patients au moment du
diagnostic [22], la trés grande majo-
rité des cellules hématopoiétiques
(les cellules clonogéniques et les cel-
lules mures) circulantes sont por-
teuses du chromosome Phl et sont
amplifiées de maniére préférentielle
dans le compartiment périphérique.
Une cytaphérese faite au moment du
diagnostic, avant toute chimiothéra-
pie, aurait donc a priori, toutes les
chances d’étre «contaminée » par
des progéniteurs possédant le chro-
mosome Phl. La démonstration
d’une mobilisation massive de cel-
lules souches hématopoiétiques nor-
males vers le sang périphérique apres
chimiothérapie aplasiante (idarubi-
cine, étoposide, cyclophosphamide
ou ICE) suivie de 'administration de
G-CSF a constitué un progres majeur
dans ce domaine [23, 24]. 1l a été
ainsi montré que la possibilité de
recueillir un greffon hématopoié-

s tique sans chromosome Phl était
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plus grande chez les patients en pre-
miere phase chronique et avant tout
traitement par I'interféron [24]. Une
étude comparative de la présence de
Phl dans les cellules souches péri-
phériques et dans un prélévement de
moelle effectué en méme temps que
la mobilisation a montré un pourcen-
tage de cellules Phl inférieur dans
les cellules souches périphériques
par rapport a la moelle chez
7 patients sur 19 [25]. Certaines
études suggerent que les populations
CD34"/Dr- ou CD38 des cellules
souches périphériques mobilisées
seraient moins contaminées par les
cellules leucémiques que celles obte-
nues dans la moelle [26] mais ces
résultats doivent étre interprétés avec
précaution quant a leur applicabilité
future en clinique. En effet, les popu-
lations de cellules hématopoiétiques
primitives CD34* Lin-Thyl* ou Thyl-,
analysées a partir des cellules souches
périphériques obtenues par le proto-
cole ICE suivi de G-CSF, contiennent
toutes deux un pourcentage non
négligeable de cellules avec le gene
hybride BCR-ABL détecté par des
techniques d’hybridation in situ
(FISH) [ 27].

Quel est le potentiel de reconstitu-
tion des greffons ainsi obtenus? Les
criteres de sélection pour utilisation
d’un greffon comprennent la néces-
sité d’une réponse cytogénétique
majeure ou compleéte et la présence
d’une quantité suffisante de progéni-
teurs ou de cellules CD34* dans ce
méme prélévement. Aprés un traite-
ment de conditionnement myéloa-
blatif classique (busulfan et cyclo-
phosphamide ou cyclophosphamide
et irradiation corporelle totale)
I’autogreffe par des cellules souches
périphériques suivie de ’administra-
tion de G-CSF permet d’obtenir une
reconstitution hématologique rapide
chez la grande majorité des patients
[24]. Une mortalité non négligeable
survenant lors de la procédure de
mobilisation et en postgreffe a
cependant été documentée par plu-
sieurs groupes utilisant un condition-
nement similaire [25, 28]. Dans
I’ensemble, les patients qui sont
transplantés avec des cellules
recueillies en phase chronique tar-
dive et/ou apres interféron ont ten-
dance a présenter une rechute héma-

tologique suivie d’une crise blastique
[24]. Sur une période de suivi de 2 a
45 mois, 19 patients rapportés par le
groupe de Carella étaient en vie
aprés autogreffe dont 7 avec un
caryotype médullaire normal [24].
Le choix thérapeutique entre I’admi-
nistration d’interféron et le recueil
de cellules souches périphériques au
moment du diagnostic chez un
patient non éligible pour une greffe
allogénique est actuellement difficile.
Dans certains centres, 1’attitude
actuelle est un recueil de cellules
souches périphériques le plus proche
possible du diagnostic et avant toute
administration d’interféron.

D’autres méthodes de «purge in
vivo» sont actuellement en cours
d’essai, notamment apres administra-
tion d’hydroxyurée a forte dose.
Cette approche est remarquable par
son absence de toxicité et d’épisodes
infectieux nécessitant 1’hospitalisa-
tion, permettant par ailleurs le
recueil d’'une quantité suffisante de
cellules souches sans Phl [29, 30].
L’utilisation de G-CSF seule pour
une mobilisation de cellules souches
périphériques normales chez les
patients ayant une bonne réponse a
I'interféron est intéressante sur le
plan physiopathologique [13]. Ainsi,
il a été démontré qu'une mobilisa-
tion de cellules souches hématopoié-
tiques sans chromosome Phl (et,
dans certains cas, sans transcrit BCR-
ABL en RT-PCR) est possible chez
des patients en phase chronique pré-
coce et ayant une réponse cytogéné-
tique majeure sous interféron [31,
32]. Une étude plus récente a mon-
tré que ces cellules pouvaient étre
utilisées pour une autogreffe apres
traitement myéloablatif [33].

Perspectives

La greffe de cellules souches péri-
phériques est en voie de remplacer la
greffe de moelle dans plusieurs affec-
tions hématologiques ou non héma-
tologiques. Au cours de la LMC, les
protocoles de mobilisation par
«purge in vivo» permettent de
recueillir des quantités théorique-
ment «suffisantes» de cellules
souches sans chromosome Philadel-
phie pour réaliser une autogreffe.
Des résultats préliminaires ont égale-
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ment été publiés concernant leur
potentiel de donner naissance a une
hématopoiése post-greffe aprés un
conditionnement de type busulfan-
cyclophosphamide [24, 28]. Les pro-
cédures de manipulation ex vivo de
ces cellules a rendu ces approches
thérapeutiques extrémement atti-
rantes pour un nombre important
d’applications. La caractérisation des
populations cellulaires avec une ano-
malie chromosomique donnée per-
met d’évaluer les procédés de sélec-
tion positive ou négative dans
plusieurs types d’hémopathies avec
possibilité d’expansion d’une popula-
tion normale. Ainsi, dans la LMC, la
mobilisation sélective de cellules
souches hématopoiétiques pourrait
étre associée, dans le futur, a des
méthodes plus raffinées de purge ex
vivo suivie ou non d’une expansion
de cellules sans chromosome Phl
[35, 36].

Les questions non résolues a I’heure
actuelle et qui sont en cours d’inves-
tigation sont les risques inhérents a la
procédure d’autogreffe, les moments
optimaux pour la mobilisation et,
surtout, pour l'autogreffe. Le choix
thérapeutique reste en effet souvent
difficile en I’absence de possibilité de
greffe de moelle allogénique, qui
reste le seul traitement curatif de la
LMC et qui agit probablement par
un effet bénéfique immunologique
additionnel (réaction du greffon
contre la leucémie) absent des gref-
fons autologues [37]. Cela explique
I’intérét récent suscité par les
approches d’immunomodulation des
greffons autologues [36, 37] =
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