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LES CELLULES SOUCHES
HEMATOPOIETIQUES

es dernieres années ont vu

un regain d’intérét pour les

cellules souches hémato-

poiétiques car deux faits ont

bouleversé le domaine des
tranplantations en hématologie : I'utili-
sation de nouvelles sources de cellules
comme greffon, etle développement de
technologies permettant I’enrichisse-
ment des greffons en cellules souches
hématopoiétiques et leur manipulation
in vitro. Les deux articles de C. Chaban-
non et P. Mannoni (p. 17 de ce numéro),
et E. Gluckman et E. Carosella (p. 28)
discutent I'intérét de I'utilisation en
thérapeutique de ces nouvelles sources
de cellules que représentent les cellules
du sang périphérique adulte apres mo-
bilisation, et le sang de cordon. En effet,
une observation inattendue et inexpli-
quée est que pratiquement toutes les cy-
tokines, et en particulier le G-CSF et le
GM-CSF, induisent 'augmentation mas-
sive du nombre des progéniteurs circu-
lants et, probablement, des cellules
souches reconstituant I'’hématopoiése a
long terme. La facilité avec laquelle ces
cellules peuvent étre isolées en grand
nombre a soulevé beaucoup d’enthou-
siasme, ce d’autant que leur capacité de
reconstitution a court et moyen termes
en transplantation autologue (pour le
sang périphérique) ou allogénique
(pour le sang de cordon) est au moins
identique a celle des cellules médul-
laires. Une étape supplémentaire a été
franchie avec I'utilisation comme gref-
fon, uniquement en situation autologue
jusqu’a présent, de sous-populations
rares de ces cellules, notamment de
phénotype CD34*, démarche stimulée
par la généralisation de techniques de

fractionnement « clés en main ». [.’asso-
ciation de cette collecte simple et des
techniques de purification ouvre donc
la porte a la manipulation de ces cel-
lules (amplification de progéniteurs dif-
férenciés in vitro, transfert génique). Le
temps n’est peut-€étre pas si loin ou il
sera possible de choisir un greffon « ala
carte » ou un produit purement transfu-
sionnel, selon les nécessités thérapeu-
tiques : progéniteurs mirs pour préve-
nir 'aplasie immédiate induite par le
conditionnement, associés ou non a un
petit nombre de cellules souches res-
ponsables de la reconstitution a long
terme, et a des cellules lymphoides
ayant une fonction immunologique bé-
néfique (cellules responsables de la ré-
action GVL,, graft versus leukemia, par
exemple). Il y a pourtant un paradoxe :
I'identification d’un grand nombre de
cytokines, de récepteurs de cytokines,
de facteurs de transcription et d’autres
protéines qui interviennent a une ou
plusieurs étapes de la différenciation
hématopoiétique contraste avec la difti-
culté que nous avons a analyser avec
précision le potentiel réel des popula-
tions cellulaires sélectionnées. Cela a
peu de conséquences pratiques dans le
cas des greffes classiques de cellules mé-
dullaires ot un chimérisme durable a
été démontré. En revanche, nous ne sa-
vons pas détecter I'altération possible
du potentiel de reconstitution de sus-
pensions cellulaires induite par les ma-
nipulations in vivo et in vilro qui sont
déja appliquées dans des protocoles de
transplantation, qu’il s’agisse de I'utili-
sation de cytokines, des techniques de
purification dont on sait qu’elles affec-
tent les processus de reconnaissance cel-
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lulaire chez la souris, ou des techniques
de transfert de génes.

Pluripotence et autorenouvellement
sont deux propriétés constamment asso-
ciées a la définition d’une cellule
souche depuis I'identification initiale
des CFU-S par Till et McCulloch (1961)
et les travaux d’Abramson (1977) qui
décrivaient déja une certaine hiérarchie
dans la pluripotence des cellules
souches. I.’identité parfaite entre au
moins une cellule fille et la cellule meére,
qui définit I’autorenouvellement, ne
peut étre démontrée actuellement
puisque notre seul critére d e reconnais-
sance d’une cellule souche est rétros-
pectif. Rien ne prouve que cette pro-
priété d’autorenouvellement soit
réellement nécessaire au fonctionne-
ment prolongé du syst¢éme hématopoié-
tique. En revanche, I’avénement des
techniques d’infection rétrovirale a per-
mis une analyse beaucoup plus précise
du comportement de clones individuels
apres greffe par I'analyse du polymor-
phisme d’intégration provirale dans les
tissus hématopoiétiques myéloides et
lymphoides. I.’utilisation de ces tech-
niques a confirmé qu’une hétérogénéi-
té existe parmi les cellules souches [3].
Des cellules multipotentes sont ainsi
identifiées a posteriori sur I'observation
d’un site d’intégration unique dans les
cellules spléniques, thymiques et mé-
dullaires et elles coexistent avec des cel-
lules souches de potentialité plus res-
treinte, en particulier des clones
purement lymphoides, généralement T.
I.’existence d’une cellule souche pure-
ment lymphoide a été récemment sug-
gérée par ’absence de lignées B, T et
NK chez les souris déficientes pour I'ex-
pression du géne fkaros [4]. Dans les
premiers mois apres la greffe de cellules
médullaires, généralement issues d’ani-
maux traités par le 5 fluoro-uracile, la
reconstitution est polyclonale et une
certaine « instabilité » clonale est mise
en évidence, alors qu’au-dela de 9 mois,
seul un nombre restreint de clones par-
ticipe a la reconstitution [3]. Compte
tenu de la similitude de fonctionne-
ment des systémes hématopoiétiques
murin et humain, ces observations sou-
lignent, d’une part, I'importance de dé-
finir le type de reconstitution recherché
(voir C. Chabannon et P. Mannoni)
D’autre part, le caractere oligoclonal de
la reconstitution décrit chez la souris

s laisse prévoir des difticultés chez 'hom-
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me dans I'efficacité des protocoles thé-
rapeutiques visant a transférer des
genes dans les cellules hématopoié-
tiques dans un but thérapeutique.

Il estindispensable de travailler a I’éche-
lon clonal pour définir la potentialité
des cellules étudiées : cela impose, soit
de disposer d'un marqueur génétique
stable dont I'intégration dans le géno-
me est aléatoire, soit de travailler a
I’échelon unicellulaire, ce qui est irréa-
liste dans une approche de transplanta-
tion in vivo dans les modéles murins,
méme si on dispose maintenant de tech-
niques de purification cellulaire telles
que 10 % a 50 % des cellules obtenues
sont capables de reconstituer le systeme
hématopoiétique. Chez 'homme,
I'existence d’une cellule multipotente
(myéloide/lymphoide) ne pourra pro-
bablement pas étre prouvée autrement
que par une analyse de clonalité chez
des patients greffés avec des cellules
ayant intégré un marqueur rétroviral,
ou apreés reconstitution d’animaux im-
munologiquement tolérants par des cel-
lules humaines. Les stratégies de greffe
xénogénique (mouton ou souris) sem-
blent prometteuses puisque la moelle
de souris bg-bg/nu-nu/xid-xid greffées
avec des cellules CD34* de moelle os-
seuse adulte transduites avec le géne de
résistance a la néomycine contient des
progéniteurs hématopoiétiques résis-
tants a la néomycine [5]. l.a méme ob-
servation a été faite chez ’homme apres
greffe autologue [6]. Cependant, aucu-
ne analyse de clonalité n’a été publiée,
probablement en raison du trop petit
nombre de cellules ayant intégré le
transgene dans chaque lignée, consé-
quence d’une faible efficacité d’infec-
tion.

In vitro, le principal obstacle a la mise en
évidence de cellules multipotentes est
I'absence de systéme expérimental per-
mettant le développement simultané
des lignées myéloides et lymphoides. En
effet, les conditions de culture, asso-
ciant cytokines exogénes et micro-envi-
ronnement, sont souvent spécifiques
(nécessité de cellules stromales thy-
miques pour le développement lym-
phoide T) et parfois incompatibles (in-
hibition de la lymphopoiése B par
I'IL.3). Des cellules de phénotype CD34*
issues de moelle osseuse adulte, de
moelle feetale ou de sang périphérique
produisent des cellules lymphoides T, B
et myéloides lorsqu’elles sont cultivées

dans des systémes expérimentaux indé-
pendants optimaux pour chaque lignée
de différenciation (cultures a long ter-
me sur cellules stromales, reconstitu-
tion de tissu thymique en culture orga-
notypique ou in vivo chez la souris,
injection de fragments osseux dans la
souris SCID). Rien ne prouve cepen-
dant, si I'on n’est pas dans des condi-
tions de dilution limite, que ces cellules
proviennent d’un progéniteur
multipotent unique. Un progéniteur
bipotent lymphoide B/myéloide
de phénotype CD34*/Thyl* ou
CD34*/CD38/HI.ADr* a été identifié
chez I’'homme et chez la souris [7, 8].
Ces observations ont été faites a I’éche-
lon unicellulaire avec des cellules sélec-
tionnées a partir de moelle fcetale, mais
le progéniteur équivalent dans la moel-
le adulte ou le sang périphérique n’a
pas été identifié. L.a relative facilité avec
laquelle on met en évidence des progé-
niteurs myéloides, B ou T, dans les tissus
hématopoiétiques foetaux et dans le
sang de cordon ainsi que leur capacité
de prolifération trés supérieure a celle
de la moelle adulte, quel qu’en soit le
mécanisme, justifient I'intérét des cel-
lules de sang de cordon en transplanta-
tion, ce d’autant que les propriétés im-
munologiques particuliéres des cellules
lymphoides a cet age pourraient mini-
miser la réaction du greffon contre
I’héte (voir E. Gluckman et E. Carosel-
la). Soulignons, en particulier, la capa-
cité particuliere qu’ont les cellules de
sang de cordon et les cellules de moelle
feetale de coloniser la moelle de souris
SCID en I’absence de cytokines hu-
maines exogenes (9, 10]. L.’observation
récente que, dans les cellules
CD34+*CD38 feetales et adultes, cer-
taines structures nucléaires (télomeres)
corrélées a I'activité proliférative sont
différentes, conforte I’hypothese d’une
restriction du potentiel de prolifération
des cellules souches avec I'dge [11]. 11
apparait donc évident que des études au
cours de I’ontogenése amélioreront nos
connaissances sur les propriétés et laré-
gulation des cellules souches hémato-
poiétiques.

Définir le potentiel d’une cellule
souche implique que I’on dispose d e sys-
témes permettant, non seulement la
mise en cycle de ces cellules générale-
ment quiescentes, mais aussi leur déter-
mination et I’amplification de leur des-
cendance, afin qu'un nombre suffisant
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de cellules différenciées soit produit
pour permettre leur phénotypage. Cet-
te étape d’amplification est probable-
ment réglée en grande partie par des
combinaisons de cytokines agissant en
synergie avec d’autres molécules synthé-
tisées par les cellules stromales. En re-
vanche, le role des cytokines, associées
ou non a d’autres molécules synthéti-
sées parles cellules stromales, dans I'in-
duction de la détermination et la mise
en cycle des cellulessouches, n’a pasété
démontré. Si certaines observations pri-
vilégient le role inductif de cytokines
dans la mise en cycle des cellules
souches, d’autres suggerent le role de la
neutralisation d’inhibiteurs [12]. L.e dé-
veloppement d’une réponse a certaines
cytokines, du moins celles qui sont spé-
cifiques de lignées, ne semble pas déci-
sif pour la détermination. En effet, I'ex-
pression forcée des récepteurs de
I’érythropoiétine ou du M-CSF (c-fms)
dans des progéniteurs pluripotents in-
duit une réponse proliférative de ces
cellules mais n’altére pas leur détermi-
nation [13]. Au moins dispose-t-on de
marqueurs précoces depuis la caractéri-
sation de certains genes clés dans le dé-
veloppement des lignées de différencia-
tion. la création de mutants
homozygotes pour la délétion du géne
incriminé a montré I'importance de la
fonction des protéines Ikaros dans I'en-
gagement dans leslignées lymphoide B,
T etNK [4], RAG-1 et RAG-2 pourla dif-
férenciation des cellules pro-T et pro-B,
GATA-1 et Tal-l pour celle des lignées
érythroide, mégacaryocytaire et masto-
cytaire. Quant a I'expression du facteur
de transcription GATA-2, elle est mani-
festement essentielle au développement
de I’hématopoiese hépatique et adulte
(m/s n° 11, vol. 18, p. 1174) [14], mais
son absence, comme celle de la protéi-
ne myb, ne compromet pas I’hémato-
poiése embryonnaire dans le sac vitel-
lin, ce qui confirme I’hypothése d’une
régulation indépendante de I’hémato-

poiése embryonnaire et adulte, aussi
bien au niveau de la réponse aux cyto-
kines qu’au niveau génique.

Quelle est I'incidence pratique de ces
données de biologie fondamentale
pour la transplantation de cellules
souches chez 'homme : I'une des prin-
cipales est que nous ne sommes pas ca-
pables a I'heure actuelle de caractériser
le potentiel de reconstitution hémato-
poiétique des suspensions cellulaires
utilisées en transplantation, ni surtout
de dépister les altérations de ce poten-
tiel que pourraient induire les manipu-
lations ex vivo de ces cellules, transfert
de génes ou cultures in vitro en présen-
ce de cytokines. S’il est injustifié que le
retard de nos techniques biologiques
freine le développement de nouvelles
techniques de transplantation qui peu-
vent nous apprendre beaucoup, peut-
étre faut-il clarifier une certaine ambi-
guité dans I'interprétation des tests
dont nous disposons et faire preuve de
prudence comme le soulignent C. Cha-
bannon et P. Mannoni. Les tests dont
nous disposons a I’heure actuelle per-
mettent d’apprécier en routine le
contenu d’un greffon en progéniteurs
miurs (CFU-GM /BFU-E). 1.'identifica-
tion immunophénotypique des cellules
primitives est une autre méthode ac-
tuellement utilisée, mais elle est limitée
par la constatation que des cellules de
méme phénotype immunologique
n’ont pas exactement les mémes pro-
priétés biologiques [15]. Ces informa-
tions peuvent garantir en premiére ap-
proximation I'absence de probléme
technique majeur au cours de la prépa-
ration du greffon mais n’apprécient pas
le compartiment des cellules respon-
sables de la reconstitution along terme.
Les techniques de culture a long terme
identifient une cellule (LTC-IC, long-
term culture initating cell, voir C. Chaban-
non et P. Mannoni) certainement plus
immature que les progéniteurs clonogé-
niques (formant des colonies), mais elle

ne peut pas étre assimilée a une cellule
souche, et 'amplification de LTC-ICn’a
jamais été démontrée. Malgré la simpli-
cité apparente de cette technique, qui
est souvent réalisée simultanément au
test de colonies, il est indispensable de
rester critique dans son interprétation
et ce pour deux raisons : la premiére est
la multiplicité des parametres utilisés
dans ce test. Si une LTC-1C produit
quatre progéniteurs clonogéniques
dans le systeme décrit par Sutherland
[16], ce résultat n’est pas généralisable
et dans d’autres conditions de culture
une LTC-IC peut produire dix progéni-
teurs clonogéniques [17]. L.a seconde
raison est que LTC-IC et progéniteurs
clonogéniques ne répondent pas aux
mémes stimuli [18, 19], et I'amplifica-
tion de la descendance des L.TC-IC
(production de progéniteurs clonogé-
niques) peut se faire sans modification
du nombre de L.TC-IC. Il est donc in-
exact de faire du nombre de progéni-
teurs clonogéniques produits en culture
a long terme le retlet mathématique du
nombre de LLTC-IC initiales, surtout
dans des suspensions cellulaires prove-
nant de malades en situation de désé-
quilibre hématologique. Pour étre signi-
ficatif, ce test doit donc étre quantitatif
et réalisé en dilution limite.

Ces différentes observations suggeérent
donc qu'il faut s’engager avec une gran-
de prudence dans la voie des manipula-
tions n vitro des cellules hématopoié-
tiques et surtout s’entourer des
conditions techniques qui permettent
d’évaluer tres précisément I'effet de ces
manipulations. Cette démarche est tres
liée au développement d’une recherche
plus fondamentale visant a la fois a dé-
velopper des modéeles xénogéniques de
greffe de cellules humaines et a
comprendre si les molécules exogénes
jouent un roéle dans la prolifération et la
détermination des cellules souches
et ont donc une justification thérapeu-
tique @
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