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Les cellules souches
hématopoiétiques du sang
péripherique chez 'homme

Les cellules souches du sang périphérique (CSSP) sont des
produits de cytaphérese, obtenus chez des malades ayant
recu une chimiothérapie aplasiante ou un facteur de crois-
sance hématopoiétique recombinant, tels le GM-CSF ou le
G-CSF. La proportion de véritables cellules souches
hématopoiétiques dans ces populations cellulaires est beau-
coup plus faible que celle de progéniteurs plus miirs ou de
cellules différenciées. Elles procurent cependant une re-
constitution hématopoiétique souvent plus rapide que celle
obtenue apres transplantation de moelle osseuse et permet-
tent une réduction de la morbidité associée a la chimio-
thérapie a trés forte dose appliquée aux malades atteints de
cancers de mauvais pronostic. Les nouveaux procédés de
sélection des progéniteurs, les cultures liquides avec des
cytokines («expansion in vitro»), vont contribué a élargir
les applications de la transplantation de cellules souches
hématopoiétiques. De plus, ces cellules sont une cible
intéressante pour les tentatives de thérapie génique.

es populations de cellules

différenciées et fonction-

nelles identifiables dans les

organes et tissus hémato-

poiétiques et le sang péri-
phérique dérivent d’'une population
de cellules souches qui ne représen-
tent qu’une infime fractian du tissu
hématopoiétique. Le passage de la
cellule souche hématopoiétique aux
cellules mures se fait par étapes suc-
cessives ou interviennent les phéno-
menes de survie et de mort cellulaire,
de prolifération et de différenciation.
Ces phénomenes sont sous la dépen-
dance de signaux régulateurs com-
plexes, incluant de nombreuses inter-

actions cellulaires et des molécules
solubles, ou cytokines, dont un
nombre croissant a été identifié au
cours des derniéres années.

Durant l'ontogenése, les premiéres
cellules hématopoiétiques identi-
fiables apparaissent au seizieme jour
de gestation au niveau du tissu extra-
embryonnaire. Les premiéres cellules
souches hématopoiétiques peuvent
étre mises en évidence dans le foie
entre la quatriéeme et la cinquiéme
semaine de gestation et pourraient
dériver des cellules extra-embryon-
naires apres migration a travers la cir-
culation ombilicale. A partir de la

dixieme semaine de gestation, les cel- em——
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lules hématopoiétiques colonisent le
tissu osseux qui restera le site exclusif
de ’hématopoiese apres la naissance.
Il existe cependant, chez I'enfant et
chez I'adulte, un compartiment de
cellules souches circulantes dont la
signification physiologique n’est pas
définitivement établie.

Les cellules souches hématopoié-
tiques (CSH) les mieux étudiées en
termes de propriétés fonctionnelles
et de phénotype sont celles de la
moelle osseuse. L.’attention des scien-
tifiques et des médecins s’est récem-
ment attachée a la présence de cel-
lules souches hématopoiétiques dans
d’autres tissus — sang périphérique,
sang du cordon ombilical, tissus foe-
taux — et aux applications thérapeu-
tiques possibles. La présence de pro-
géniteurs hématopoiétiques dans le
sang périphérique est connue depuis
plusieurs décennies grace aux expé-
riences de circulation croisée chez
I’animal, et a la mise en évidence de
cellules clonogéniques et de cellules
reconstituant 1’hématopoiese chez
I'animal et chez I'homme. Cepen-
dant, la fréquence de ces cellules a
I’état d’homéostasie est tres faible,
plus encore que dans la moelle os-
seuse. La découverte que cette fré-
quence pouvait augmenter chez des
patients sortant de la phase d’aplasie
succédant a une chimiothérapie, ou
aprés administration d’un facteur de
croissance de I’hématopoiése, a sti-
mulé les applications cliniques et
I’étude de la biologie des cellules
souches du sang périphérique
(CSSP). Rapidement, avant méme
que I'ensemble des questions scienti-
fiques ait été résolu, les CSSP ont été
utilisées de facon croissante et ten-
dent actuellement a supplanter les
greffons médullaires. Produit «trans-
fusionnel» tout autant que «trans-
plant», elles ont modifié certains as-
pects de la pratique médicale dont
les conséquences scientifiques, théra-
peutiques, éthiques et économiques
méritent une évaluation [1]. Parce
que leur recueil est aisé, elles sont au
coeur de débats parfois contradic-
toires ou elles apparaissent tantot
comme un «médicament» aux mul-
tiples possibilités, tantét comme une
population cellulaire a I'avenir théra-
peutique limité. Quoi qu’il en soit,
elles sont aujourd’hui un composant
important des premiéres tentatives
de manipulation cellulaire ex vivo.

L’identification des cellules souches
du sang périphérique se heurte aux
meémes difficultés que I'identification
des cellules souches de la moelle os-
seuse ou d’autres tissus hématopoié-
tiques

La conception hiérarchique de I'hé-
matopoiese prévoit deux propriétés
cardinales pour les cellules souches
hématopoiétiques : la capacité de se
différencier et celle de s’autorenou-
veler. l.a propriété de différenciation
vers les lignées myéloides et lym-
phoides est utilisée pour identifier
une population contenant des cel-
lules souches hématopoiétiques chez
I’animal : c’est la capacité de repeu-
pler la moelle (marrow repopulating
ability, MRA) aprés un traitement
myéloablatif. En situation allogé-
nique ou congénique, il est possible
d’établir que les cellules lymphoides
B et T dérivent des cellules souches
hématopoiétiques présentes dans le
greffon tout comme les cellules myé-
loides. L’utilisation du polymorphis-
me d’intégration d’'un marqueur ré-
troviral permet de démontrer que la
reconstitution hématopoiétique au
long terme chez des souris ayant recu
un traitement myélo-ablatif est oligo-
clonale (2] ; ces résultats sont confir-
més par le modele allophénique.
Chez ’homme, les données sur la re-
constitution hématopoiétique in vivo
ont été acquises en situation théra-
peutique. Si la contribution d’un
greffon médullaire a la reconstitu-
tion myéloide et lymphoide a été
bien établie lors de transplantations
allogéniques, et plus récemment
aprés marquage des cellules d'un
greffon autologue par intégration du
géne de résistance a la néomycine
[3], il n’en est pas de méme pour les
CSSP. En effet, 'expérience clinique
accumulée au cours des derniéres an-
nées I'a été exclusivement en situa-
tion autologue ; des programmes de
transplantation allogénique avec des
CSSP, et des protocoles de marquage
de CSSP autologues sont actuelle-
ment mis en place [4] et devraient
permettre de connaitre la contribu-
tion des CSSP a la reconstitution
myéloide et lymphoide, a court et a
long terme.

L’autorenouvellement des cellules
souches hématopoiétiques est une
hypothése qui repose sur les capaci-
tés du systeme hématopoiétique a
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produire quotidiennement plusieurs
milliards de cellules fonctionnelles,
pendant toute la vie d'un individu et
sans épuisement malgré les agres-
sions que peuvent représenter un ac-
cident hémorragique ou infectieux
séveére, la récupération hématolo-
gique aprés une chimiothérapie apla-
siante, ou le prélévement, éventuelle-
ment répété, de moelle osseuse dans
le cadre d’une transplantation mé-
dullaire. Dans ce modéle, une au
moins des deux cellules filles issues
de la division d’une cellule souche
hématopoiétique conserve toutes les
propriétés fonctionnelles de la pre-
miere. En réalité, la définition préci-
se de la cellule souche hématopoié-
tique humaine n’étant pas achevée
[5, 6], il est difficile d’affirmer que le
produit d’une division est strictement
identique a la cellule mere. En I'ab-
sence de test expérimental pour au-
torenouvellement, il est difficile de
démontrer que cette hypothése est
correcte et de I'utiliser pour mettre
en évidence des cellules souches hé-
matopoiétiques au sein d’'une popu-
lation cellulaire. Les délétions des
oligonucléotides répétitifs des extré-
mités télomériques des chromo-
somes, mises en évidence par le grou-
pe de Peter Lansdorp, suggérent au
contraire que les populations des
progéniteurs hématopoiétiques les
plus immatures subissent aussi un
processus de sénescence [7] ; ces ob-
servations confortent I’hypothese al-
ternative selon laquelle la population
des cellules souches hématopoié-
tiques totipotentes n’est pas inépui-
sable, au moins chez I'animal ou
chez I’homme adulte, ainsi que le
suggéraient déja les expériences de
transplantations successives chez la
souris.

Les progéniteurs hématopoiétiques
déja engagés dans le processus de
différenciation et qui constituent la
descendance des cellules souches hé-
matopoiétiques peuvent étre mis en
évidence grace a plusieurs tests fonc-
tionnels

La mise en évidence de ces progéni-
teurs repose sur l'utilisation de tests
fonctionnels qui ont été élaborés en
travaillant essentiellement avec des
cellules médullaires. Ces techni-
ques ont été appliquées a I'étude du
sang périphérique. C’est le cas, par
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exemple, des tests clonogéniques:
décrits au cours des années 1960,
d’abord chez la souris puis, rapide-
ment, chez '’homme, ces tests met-
tent en évidence des cellules dont la
propriété est de donner naissance a
des colonies en milieu semi-solide
(agar ou méthyl cellulose) lors-
qu’une activité stimulante est présen-
te. Selon le type de cellules présentes
dans les colonies, on distingue des
progéniteurs granuleux et/ou ma-
crophagiques (colony-forming unit gra-
nulocyte ou CFU-G, colony-forming unit
macrophage ou CFU-M, colony-forming
unit granulocyte-macrophage ou CFU-
GM), des progéniteurs érythroides
(burst-forming unit erythrocyte ou BFU-E
et colony-forming wunit erythrocyte ou
CFU-E), des progéniteurs mégacaryo-
cytaires (CFU-Meg ou CFU-MK) et
des progéniteurs exprimant plusieurs
potentialités (colony-forming unit gra-
nulocyte erythrocyte macrophage megaka-
ryocyte ou CFU-GEMM ou CFU-Mix).
L’élaboration de ces modeles expéri-
mentaux a eu des conséquences
scientifiques considérables : 1’obser-
vation qu’une activité stimulante était
indispensable a I'apparition de colo-
nies a abouti a I'identification de plu-
sieurs facteurs de croissance de I'hé-
matopoiese incluant le G-CSF et le
GM-CSF qui ont maintenant atteint
le stade de [utilisation thérapeu-
tique. Cependant, il est clair que ces
tests ne mettent pas en évidence les
cellules souches primitives : les CFU
sont des cellules qui expriment des
potentialités de différenciation ré-
duites et qui n’ont pas de capacité
d’autorenouvellement. Par ailleurs,
ces conditions de culture ne permet-
tent pas I’étude de la différenciation
lymphoide pour laquelle les cultures
liquides sont mieux adaptées.

D’autres tests ont été élaborés, met-
tant en évidence des colonies plus
primitives : il s’agit des HPP-CFC
(high-proliferative  potential  colony-for-
ming cell) et des blastCFC. Les HPP-
CFC sont des colonies de grande
taille contenant 500 000 cellules ou
davantage ; elles sont identifiables a
I'ceil nu, aprés trois a quatre se-
maines de culture, et contiennent es-
sentiellement des macrophages, par-
fois associés a d’autres cellules
myéloides (8] ; les HPP-CFC sont ré-
sistantes aux substances dont I’action
dépend du cycle cellulaire, telles que
le 5-fluorouracile. Les blast-CFC [9]

sont des colonies de petite taille (18
a 100 cellules rondes et réfractiles)
apparaissant en trois a quatre se-
maines, en méthyl cellulose, en pré-
sence de faibles concentrations de sé-
rum (2 %). Lorsqu’une blast-CFC est
prélevée a I'aide d’une micropipette
et cultivée a nouveau dans des condi-
tions similaires, de nouvelles colonies
similaires et des colonies secondaires
(CFU-GM, CFU-GEMM) apparaissent
: cet auto-renouvellement, associé a
I'aspect morphologique immature
des cellules et a la présence de cel-
lules appartenant a plusieurs lignées
dans les colonies secondaires, sugge-
re que la population des blast-CFC et
celle des cellules souches hémato-
poiétiques sont partiellement iden-
tiques. Les blast-CFC ont été identi-
fiées dans la moelle osseuse, dans le
sang de cordon et dans le sang péri-
phérique. Compte tenu de leur hété-
rogénéité, ces populations cellulaires
sont vraisemblablement en partie su-
perposables et contiennent peut-étre
une partie des cellules souches.

L’utilisation des cultures médullaires
a long terme, initialement décrites
chez la souris et adaptées aux cellules
humaines, permet de détecter des
cellules plus primitives. Lorsque des
cellules de moelle osseuse sont culti-
vées en présence de sérum de veau
feetal, de sérum de cheval et d’hydro-
cortisone, elles donnent naissance a
une population cellulaire adhérente
au flacon ; cette «sous-couche» re-
produit partiellement la diversité cel-
lulaire et fonctionnelle du micro-
environnement médullaire et est in-
dispensable au maintien de progéni-
teurs hématopoiétiques (surtout de
type granulo-macrophagiques) pen-
dant quelques semaines. La radiosen-
sibilité différente des cellules stro-
males (de la souscouche) et des
cellules hématopoiétiques offre I’op-
portunité de détruire les derniéres
tout en respectant les premiéres. Il
est alors possible de tester la prolifé-
ration et la différenciation de diffé-
rentes populations cellulaires sur ces
sous-couches irradiées la pro-
duction de progéniteurs clonogé-
niques pendant les semaines qui sui-
vent l'initiation des cultures refléte la
présence dans I'inoculum de cellules
capables de remettre en route I'hé-
matopoiése dans les cultures médul-
laires médullaires a long terme, ou
LTC-IC (long term culture-initiating
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cells). Le groupe de Eaves a proposé
que le nombre de LTC-IC soit estimé
par la production de CFU-GM a la
cinquieme semaine des cultures, et
déduit de ses résultats que chaque
LTC-IC est a I'origine de 4 CFU-GM
[10]. Les limites de ce modéle expé-
rimental résident dans sa briéveté,
puisque la reconstitution hémato-
poiétique est mesurée apres un délai
bref comparé a la situation physiolo-
gique, et dans le caractére déséquili-
bré de I’hématopoiese observée,
puisque la production de granulo-
cytes et de macrophages prédomine
sur la production d’éry- throcytes, de
mégacaryocytes et de lymphocytes :
I’assimilation des LTC-IC et des cel-
lules souches hématopoiétiques est
par conséquent discutable. La pré-
sence de LTCIIC a été démontrée
dans le sang périphérique comme
dans la moelle osseuse.

Enfin, plus récemment, sont apparus
des modeéles expérimentaux cher-
chant a reproduire la différenciation
hématopoiétique humaine in wvivo
chez des animaux hotes acceptant la
greffe de tissus humains : ce sont les
animaux «humanisés». Dans cer-
taines situations de déficit ou d’im-
maturité du systtme immunitaire
d’un animal, il est possible d’implan-
ter des tissus humains sans que se
produise un phénomeéne de rejet.
Ainsi chez les souris SCID - atteintes
d’un déficit immunitaire T et B séve-
re (severe combined immune deficiency) —
il est possible d’implanter un frag-
ment de foie foetal, de thymus ou
d’os qui perdure ; celui-ci constitue
un micro-environnement favorable a
I’hématopoiese humaine, et il est
possible de tester la présence de pro-
géniteurs hématopoiétiques humains
dans une population cellulaire par sa
capacité de peupler de tels implants
[11] : c’est le modele de la souris
SCID humanisée chez laquelle jus-
qu’a 2 % des cellules circulantes sont
d’origine humaine, de nature B es-
sentiellement. Il existe une variante
de ce modéle expérimental ou I'ad-
ministration systémique répétée de
cytokines humaines permet le main-
tien a long terme d’une population
minoritaire de progéniteurs hémato-
poiétiques humains circulants, en
I'absence de fragment de tissu im-
planté [12]. Srour et al. [13] ont im-
planté chez le foetus de mouton, par
voie intrapéritonéale, des cellules

médullaires humaines ; a la naissan-
ce, un certain nombre d’animaux
présentaient un faible pourcentage
de progéniteurs lymphoides et myé-
loides humains dans leur tissu héma-
topoiétique. L’utilisation de ces mo-
deles a permis de démontrer la
présence de cellules reconstituant
I’hématopoiese dans la moelle osseu-
se et dans le foie foetal et, plus ré-
cemment, dans le sang périphé-
rique [7].

Tous ces modéles expérimentaux
permettent de tester I'influence des
cytokines sur le comportement des
progéniteurs hématopoiétiques : les
facteurs de croissance (interleukine-
3, M-CSF, G-CSF, GM-CSF), les fac-
teurs synergiques comme le ligand
de c-kit (stem cell factor ou mast cell
growth factor), I'interleukine-1 ou I'in-
terleukine-6, les inhibiteurs comme
les interférons, le transforming growth
Jactor (TGFB), le tumor necrosis factor
(TNFo) ou la macrophage inhibitory
protein (MIP-10) interagissent au sein
d’un réseau complexe de signaux ré-
gulateurs, grace a des récepteurs spé-
cifiques dont I’expression est réglée
en fonction du stade de différencia-
tion de la cellule. La réponse aux dif-
férentes cytokines des progéniteurs
hématopoiétiques du sang périphé-
rique ne parait pas fondamentale-
ment différente de celle qui a été
décrite pour les progéniteurs médul-
laires. L’étude de I'expression des ré-
cepteurs devrait permettre de mieux
explorer cette question. En tout état
de cause, il ne semble pas exister de
cytokine agissant spécifiquement sur
les CSSP.

In vitro, les facteurs de croissance de
I’'hématopoiése induisent la prolifé-
ration des progéniteurs hématopoié-
tiques, mais leur effet sur les cellules
les plus immatures semble limité
[14]. Les cellules souches hémato-
poiétiques de la moelle osseuse sont
des cellules au repos, comme le dé-
montre la fréquence élevée des LTC-
IC dans la population des cellules qui
incorporent faiblement la rhodamine
123 [5], et sont résistantes aux sub-
stances dont I’action dépend du cycle
cellulaire, telles que le 5-fluorouraci-
le et les dérivés du cyclophosphami-
de. Ces derniéres propriétés pour-
raient étre expliquées par
I'expression du gene de résistance
aux médicaments (MDR). Le recours
a une chimiothérapie myéloablative
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ou a un facteur de croissance héma-
topoiétique pour recruter les CSSP
induit I'entrée en cycle d’'une partie
au moins des progéniteurs hémato-
poiétiques et il est vraisemblable que
les CSSP différent des cellules
souches hématopoiétiques de Ia
moelle osseuse par leur activité dans
le cycle cellulaire, moins en raison de
leurs propriétés intrinséques qu’en
raison du mode de préléevement. Le
statut au repos des cellules souches
hématopoiétiques  semblant  étre
étroitement lié a leur capacité de re-
constituer I’hématopoiese et de s’au-
torenouveler (si toutefois on accepte
cette derniére hypothése), il n’est pas
certain que les CSSP puissent étre
substituées aux greffons médullaires
dans toutes les situations cliniques,
en particulier en situation allogé-
nique ; il sera trés important de défi-
nir la contribution des CSSP a la re-
constitution hématopoiétique a long
terme, lorsque les outils nécessaires
pour cette évaluation seront opéra-
tionnels.
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Les progéniteurs hématopoiétiques
humains peuvent étre identifiés grace
a I'expression d’antigénes de surface
parmi lesquels ’'antigene CD34

L’immunisation de souris avec une li-
gnée leucémique myéloide humaine,
KGla, a abouti a la génération du
premier  anticorps  monoclonal
(Myl10) qui reconnait une glycopro-
téine de 115 kDa d’expression étroite
[15]. De nombreux autres anticorps
reconnaissant la méme glycoprotéine
ont été produits par la suite (12.8,
8G12,IMUI133, QBENDI0, BI3C5...),
et ont une spécificité pour d’autres
épitopes de la molécule CD34. La po-
pulation CD34* contient les progéni-
teurs clonogéniques; elle contient
également la population des cellules
reconstituant ’hématopoiése comme
cela a pu étre démontré en tirant
parti de la réactivité croisée de I’anti-
corps 12.8 avec les cellules du ba-
bouin [16]. L.es progéniteurs du stro-
ma de la moelle osseuse expriment
CD34, suggérant une origine com-

Figure 1. Les cellules CD34* apparaissent comme une popu-
lation minoritaire dans le sang périphérique (a gauche) et
dans les produits de cytaphérése correspondants (a droite)
collectés pendant deux jours consécutifs, chez un patient a
la sortie de la phase d’aplasie chimio-induite, et ayant recu
un facteur de croissance de I’hématopoiése, le G-CSF. Bien
que quantitativement faible, cette population est suffisante
pour permettre le prélevement d’un produit cellulaire assu-
rant la reconstitution de I’hématopoiese aprés chimiothéra-
pie myéloablative. Immunofluorescence directe (anticorps
anti-CD34 HPCA-2, clone 8G12, directement couplé a la fluo-
rescéine, analyse par cytométrie en flux).

mune aux cellules hématopoiétiques
et au micro-environnement médullai-
re [17]. CD34 est une molécule qui
intervient probablement dans I'inter-
action des progéniteurs hématopoié-
tiques avec leur environnement com-
me le suggérent la structure de la
molécule, la localisation du géne sur
le bras long du chromosome 1, au
sein de plusieurs génes codant pour
des molécules d’adhérence [18, 19]
et la publication récente d’un travail
démontrant que CD34, exprimé sur
les cellules endothéliales, liait la L-sé-
lectine (m/s n°1, vol. 10, p. 124, [20]).
CD34 est exprimé sur les cellules
souches hématopoiétiques provenant
de la moelle osseuse, du sang péri-
phérique, du sang de cordon et du
foie feetal, mais la fréquence de cette
population varie selon la source
considérée : a I’état basal le pourcen-
tage de cellules exprimant CD34
dans le sang périphérique est de
l’ordre de 0,1% contre 2% a 5%
dans la moelle (figure 1). Cependant,

la population CD34* est hétérogene mmmm—
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[5], et les efforts des hématologistes
se sont portés sur la recherche de
sous-populations susceptibles de défi-
nir plus précisément les cellules
souches hématopoiétiques, et en par-
ticulier de clairement les séparer des
cellules clonogéniques. La popula-
tion des cellules souches hémato-
poiétiques ne représente qu’une frac-
tion minoritaire — de I’ordre de 1% -
des cellules CD34*, sous-population
qui peut étre caractérisée par I’absen-
ce d’expression de I'antigene CD38
[21], par la faible expression de I'an-
tigéne Thyl [22], par I'absence ou la
faible expression des antigénes de
classe II du complexe majeur d’histo-
compatibilité (HLA-DR) [23] et par
I'absence d’expression d’antigénes
caractérisant l'engagement vers la
différenciation dans une lignée (ca-
ractere lineage negative) (5, 16, 24]. 1l
ne semble pas que les CSSP different
fondamentalement  des cellules
souches hématopoiétiques en terme
de phénotype [25]; cependant, la
faible expression parmi les cellules
CD34* d’antigenes spécifiques de la
lignée B comme CDI19 [26] suggere
une maturation différente des cel-
lules du sang par rapport aux cellules
médullaires ou une répartition diffé-
rente des populations de progéni-
teurs dans le sang et la moelle
osseuse.

Le sang périphérique est de plus en
plus utilisé comme source de progé-
niteurs pour les greffes de cellules
souches hématopoiétiques en théra-
peutique humaine

Chez ’homme, les applications thé-
rapeutiques des cellules souches hé-
matopoiétiques sont déja anciennes ;
initialement 'utilisation de la moelle
osseuse a été privilégiée mais, depuis
la fin des années 1980, les CSSP font
I'objet d’un nombre croissant de pro-
grammes d’autogreffe dans le cadre
d’intensification de chimiothérapie.
Ces développements sont liés a la
possibilité de mobiliser de grandes
quantités de progéniteurs hémato-
poiétiques dans le sang périphérique.
En effet, si la collecte des CSSP chez
un sujet non stimulé n’est pas impos-
sible, elle représente une cytaphérese
d’une durée telle que son application
n’est pas envisageable a large
échelle [27].

Aprés une chimiothérapie aplasiante,

la réapparition de polynucléaires
neutrophiles dans le sang périphé-
rique coincide avec l'augmentation
de la fréquence des progéniteurs hé-
matopoiétiques [28]. La collection
devient alors possible lors d’une
séance de cytaphérese d’une durée
semblable a celles réalisées pour col-
lecter des plaquettes ou des granulo-
cytes. L’administration de G-CSF ou
de GM-CSF a un sujet ne présentant
pas de déficit de son hématopoiese
entraine une augmentation des neu-
trophiles circulants mais également
des progéniteurs hématopoiétiques
[29, 30]. Cette procédure a été large-
ment utilisée en situation autologue,
et 'efficacité des deux molécules G-
CSF et GM-CSF en terme de reconsti-
tution hématopoiétique semble équi-
valente [31]. L’innocuité apparente
de I'administration au long cours de
facteurs de croissance de I’hémato-
poiese a des patients présentant une
neutropénie chronique et I'absence
de néoplasie induite dans des sys-
temes d’hyperexpression artificiels
tels que les souris transgéniques ont
amené a proposer des protocoles
prévoyant de prélever les CSSP chez
des donneurs sains apres stimulation
par le G-CSF, dans I'optique d’une
greffe syngénique ou allogénique
[32]. Enfin, outre le G-CSF et le GM-
CSF, d’autres molécules pourraient
démontrer leur utilité dans cette si-
tuation, en particulier I'interleukine-
3 [26] et le ligand de c-kit.

La combinaison des deux techniques
(administration d’un facteur de
croissance de I’hématopoiese aprés
une chimiothérapie myéloablative)
permet d’augmenter le nombre des
progéniteurs circulants de facon plus
importante. Elle représente le mode
de stimulation le plus utilisé pour les
patients présentant une maladie ma-
ligne dont la progression n’est pas in-
fluencée par les facteurs de croissan-
ce de I’hématopoiese [26, 33].

Les cellules souches du sang périphé-
rique contribuent a la reconstitution
de I’hématopoiése chez les patients
ayant recu une chimiothérapie apla-
siante comme part d’un programme
d’intensification thérapeutique, dans
le cadre du traitement de cancers ou
d’hémopathies

Parmi les hémopathies, les résultats
concernant des myélomes, des leucé-
mies aigués lymphoblastiques et non
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lymphoblastiques, des lymphomes
malins hodgkiniens et non hodgki-
niens ont été rapportés dans la litté-
rature. La leucémie myéloide chro-
nique représente un cas particulier :
dans la phase chronique de cette ma-
ladie, le nombre de progéniteurs hé-
matopoiétiques circulants est consi-
dérablement élevé, ce qui autorise
un prélévement en I'absence de sti-
mulation. Cette maladie est constam-
ment fatale, de sorte qu’en I'absence
de possibilité de greffe allogénique,
une greffe autologue avec des CSSP
prélevées en phase chronique et
cryopréservées puisse étre proposée.
Enfin, de nombreuses tumeurs so-
lides, parmi lesquelles les cancers du
sein inflammatoires ou métasta-
tiques, les cancers de I'ovaire, les
neuroblastomes, les tumeurs germi-
nales, font I'objet de protocoles in-
cluant une greffe de CSSP.

L’appréciation de la contribution des
CSSP a la reconstitution de I’hémato-
poiése apres chimio- et/ou radiothé-
rapie se heurte a plusieurs obstacles.
Dans un premier temps, les CSSP ont
été utilisées comme «adjuvant» a la
greffe de moelle, soit pour démontrer
la faisabilité du prélevement et de sa
réinjection, soit pour limiter la durée
de la cytopénie associée a la trans-
plantation médullaire autologue [3I,
34]. Secondairement, les CSSP ont été
utilisées comme seule source de pro-
géniteurs hématopoiétiques. L’appré-
ciation des résultats (notamment a
long terme) est difficile en raison de
I'absence d’essai comparatif entre les
CSSP et la greffe de moelle autologue,
et de I'absence d’outil biologique per-
mettant de mesurer la participation
des cellules du greffon a la reconstitu-
tion hématopoiétique. En outre, le
développement de [Tutilisation des
CSSP a permis le développement des
intensifications séquentielles de la chi-
miothérapie : ces schémas compor-
tent plusieurs cures de chimiothéra-
pie, aplasiante mais non
myélo-ablative, au décours desquelles
les malades recoivent une réinjection
de CSSP qui contribuent a réduire la
phase de cytopénie, et a permettre de
procéder rapidement a la cure suivan-
te [34] ; dans ce contexte, il ne s’agit
pas de reconstituer durablement I’hé-
matopoiése. Au total, seul le dévelop-
pement d’outils biologiques permet-
tant de marquer et donc de suivre le
devenir des cellules du greffon [3, 4],
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I'utilisation des CSSP en situation allo-
génique, et l'expérience croissante
des équipes de transplantation per-
mettront de définir les avantages et les
inconvénients liés a I'utilisation des
CSSP en thérapeutique humaine.
Dans 1’état actuel de nos connais-
sances, la comparaison des résultats
observés a ceux obtenus chez les ma-
lades bénéficiant d’une greffe de
moelle (controéles historiques, séries
appariées) montre cependant que la
reconstitution hématopoiétique sur-
vient dans un délai identique ou infé-
rieur a celui observé lors des greffes
de moelle [31, 36-38]. Cette rapidité
dans la reconstitution hématopoié-
tique concerne aussi bien les polynu-
cléaires neutrophiles que les pla-
quettes ; elle se traduit par une
tendance au raccourcissement de la
durée de séjour des patients. Il est
vraisemblable que ces résultats, s’ils
se confirment, se traduiront a terme
par une réduction des colts associés
a la procédure de transplantation,
méme en tenant compte du prix de
la collection [1]. Malgré certaines di-
vergences, les résultats rapportés en
terme de rechute et de survie sem-
blent actuellement identiques pour
les patients bénéficiant d’une greffe
de moelle, et pour ceux bénéficiant
d’une greffe avec des CSSP.

Quel est le nombre de cellules
souches du sang périphérique qui as-
sure une reconstitution de I’hémato-
poiese ?

Cette question n’est pas propre aux
CSSP, et n’a pas recu de réponse sa-
tisfaisante malgré le nombre crois-
sant de malades transplantés depuis
vingt ans. La difficulté d’y répondre
tient a la fois aux outils utilisés pour
dénombrer les cellules souches hé-
matopoiétiques présentes dans le
greffon et a ceux utilisés pour mesu-
rer la reconstitution de I'hémato-
poiese. En I'absence de définition
précise de la cellule souche hémato-
poiétique humaine, la «quantifica-
tion» des greffons repose sur deux
parametres : la numération des cel-
lules clonogéniques (essentiellement
les CFU-GM) et celle des cellules
CD34*. Les CFU-GM sont issues de la
division des cellules souches hémato-
poiétiques, les cellules CD34* repré-
sentent une population hétérogeéne
au sein de laquelle les cellules

souches hématopoiétiques représen-
tent une fraction inférieure a 1%.
Ces limites expliquent, d’'une part,
les difficultés a mettre en évidence
une relation claire et univoque entre
ces deux parametres (en d’autres
termes a savoir si ces deux tests
sont équivalents), d’autre part, a
connaitre le nombre optimal de
CFU-GM ou de cellules CD34* a réin-
jecter a un patient pour assurer une
sortie d’aplasie dans les meilleurs dé-
lais. Les limites théoriques inhé-
rentes a ces tests suggerent que leur
optimalisation et leur standardisation
ne permettront pas de lever toutes
les ambiguités. LLa réponse a cette si-
tuation réside peut-étre dans le trans-
fert vers la pratique clinique de tests
plus complexes mais mesurant de fa-
con plus précise le contenu en CSH
des greffons. Il pourrait s’agir de tests
fonctionnels, tels la mesure des [.TC-
IC, ou de la numération d’une popu-
lation dont le phénotype définit plus
étroitement la population des progé-
niteurs hématopoiétiques immatures
(par exemple la population CD34*/
CD38).

La seconde difficulté tient a la notion
méme de reconstitution hématopoié-
tique. Dans une optique médicale,
I'élément important est la réappari-
tion des polynucléaires neutrophiles
et, a un degré moindre, des pla-
quettes, deux éléments qui condition-
nent la sortie du patient d’un secteur
d’hospitalisation conventionnel. Ces
événements surviennent habituelle-
ment dans un délai mesuré en jours.
Du point de vue du scientifique, il
s’agit 1a d’une reconstitution a court
terme qui ne préjuge pas de la recons-
titution a long terme de I’hématopoie-
se, laquelle se mesure en mois et en
années. Les études réalisées chez la
souris montrent que ce ne sont pas les
meémes populations de progéniteurs
qui sont impliquées dans ces phéno-
menes. En réalité, il est vraisemblable
que les véritables cellules souches hé-
matopoiétiques n’interviennent pas
dans la sortie immédiate d’aplasie,
phénoméne dont seraient respon-
sables des progéniteurs beaucoup plus
murs, proches des CFU-GM [34-36].
Finalement, seule notre capacité a
clairement identifier les cellules ori-
ginaires du greffon et les cellules ori-
ginaires du receveur permettra d’éta-
blir la contribution des CSSP a la

reconstitution, a long terme et A =————
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court terme, de I'hématopoiese, et
de savoir si ces événements sont in-
fluencés par la quantité de cellules
réinjectées.

Le prélevement de cellules souches
hématopoiétiques peut contenir des
cellules tumorales résiduelles

Ces cellules indésirables sont le plus
souvent présentes a un niveau indé-
tectable par les techniques habi-
tuelles lorsque le sang d’un patient
est prélevé en vue d’une transplanta-
tion autologue. Le role de ces cel-
lules tumorales dans la rechute sui-
vant une autogreffe reste contesté,
malgré les expériences récemment
rapportées de «marquage» des cel-
lules du greffon par transfert de gene
[38] ; il ne peut étre exclusif puisque
des rechutes sont observées en situa-
tion allogénique. Cependant, I’hy-
pothese selon laquelle les CSSP
pourraient étre indemnes de conta-
mination tumorale dans certaines si-
tuations pathologiques (ou pour le
moins  pourraient étre «conta-
minées» par un nombre moins im-
portant de cellules tumorales) a été
avancée pour justifier I'emploi de ces
cellules de préférence a un greffon
médullaire [39]. Cette hypothése est
remise en question par plusieurs pu-
blications récentes mettant en évi-
dence la présence, et méme la mobi-
lisation, des cellules tumorales lors
de la préparation au prélévement par
cytaphérése [41]. Cependant, le ca-
ractére «fonctionnel » de ces cellules
tumorales n’a pas été étudié : s’agit-il
de cellules évoluant vers la mort cel-
lulaire ou de cellules susceptibles de
se diviser et d’étre a I'origine d’une
rechute de la maladie sous-jacente ?
II n’existe pas actuellement de dé-
monstration formelle d’un bénéfice a
I'usage des CSSP de ce point de vue.
Les conséquences de la présence de
cellules tumorales résiduelles pour-
raient étre modifiées par I'utilisation
de procédés permettant de sélection-
ner les progéniteurs hématopoié-
tiques, a I’exclusion des autres popu-
lations cellulaires (voir plus loin). 11
s’agit en tout état de cause d’un pro-
bleme crucial lorsque I’'on envisage
de manipuler in vivo les cellules hé-
matopoiétiques.

La présence de cellules T en grand
nombre sera-t-elle a I'origine d’une

fréquence accrue de maladie du gref-
fon contre I’héte lorsque les cellules
souches du sang périphérique seront
utilisées en situation allogénique ?

L.es produits de cytaphérése contien-
nent une quantité de lymphocytes T
qui est environ dix fois supérieure a
ce qu’elle est dans un greffon médul-
laire. Lors d’une greffe médullaire
allogénique, ces cellules sont a
I'origine de la maladie du greffon
contre I'hote (graft-versus-host disease,
GVHD) ; il s’agit d’'une complication
immunologique redoutable au cours
de laquelle les cellules immunocom-
pétentes injectées avec le greffon re-
connaissent les tissus du receveur qui
n’est plus protégé par son propre sys-
téme immunitaire, détruit lors du
conditionnement a la greffe. Bien
que l'incidence et la sévérité de cette
complication aient été réduites par
I'utilisation  d’immunosuppresseurs
puissants tels que la ciclosporine, la
GVHD reste a l'origine d’une part
importante de la morbidité et de la
mortalité associées a la greffe allogé-
nique. Il est donc essentiel de s’assu-
rer que les CSSP ne seront pas a I'ori-
gine d'une augmentation de la
fréquence et de la gravité de la
GVHD. Les résultats préliminaires
rapportés lors de récents congres
semblent cependant rassurants, les
quelques patients traités n’ayant pas
présenté de GVHD grave.

Deux commentaires s’appliquent aux
cellules immunocompétentes comme
ils s’appliquaient aux cellules tumo-
rales résiduelles : d’'une part, les pro-
cédés de sélection des progéniteurs
hématopoiétiques  devraient  per-
mettre de réduire le nombre de lym-
phocytes associés, d’autre part, il est
nécessaire de clairement identifier
les deux populations si 'on envisage
des manipulations ex vivo.

Il est possible de sélectionner les
seules cellules exprimant I’antigene
CD34 parmi les cellules collectées
par cytaphérese

l.a sélection des cellules exprimant
CD34 peut étre réalisée par de mul-
tiples méthodes dont certaines ont
actuellement atteint le stade de I'uti-
lisation clinique. Il s’agit de systémes
d’immunosélection utilisant un anti-
corps anti-CD34 fixé a un support
inerte ou a des billes magnétiques, et
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Figure 2. A. Infection de cellules CD34* du sang périphérique humain par coculture avec la lignée productrice de ré-
trovirus amphotrope, A7.21. Le rétrovirus, MFG-nilsLacZ, contient un géne codant pour une version modifiée de la -
galactosidase d’ Escherichia coli, nls LacZ, dont la localisation est nucléaire, et dont I'activité peut étre détectée par
la coloration au X-gal. B. Une colonie contient des cellules transduites par le méme rétrovirus. (crédit photogra-
phique : Anne-Marie Imbert et Claude Bagnis.)

qui permet de séparer les cellules
CD34* des cellules CD34- [42]. Ces
systemes permettent de sélectionner
les cellules CD34* dans la moelle os-
seuse, les produits de cytaphérese ou
le sang de cordon.

Les avantages théoriques liés a la
«purification» de cellules CD34*
sont multiples : facilité de définition,
de conservation et de manipulation
des cellules congelées, absence de sé-
lection des cellules tumorales rési-
duelles ou des cellules lymphoides
(déplétion T). Cependant, aucun de
ces avantages n'a recu de confirma-
tion clinique dans I'état actuel des
connaissances médicales. L’expérien-
ce limitée acquise avec ces technolo-
gies montre une reconstitution hé-
matopoiétique survenant dans les
délais habituels, mais aucun bénéfice
sur la survie ou sur la rechute n’a été
démontré [42]. En tout état de cau-
se, I'utilisation de ces systemes de sé-
paration des cellules exprimant
CD34 a un prix : si ’échantillon final
est plus concentré en cellules CD34*,
le nombre absolu de cellules CD34*
qui est collecté ne représente que
30% a 50 % des cellules CD34* pré-
sentes dans le tissu d’origine. Cepen-
dant, la maitrise de cette étape est
importante avant d’envisager la ma-
nipulation ex vivo des progéniteurs
hématopoiétiques.
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L’expansion in vitro des progéniteurs
hématopoiétiques du sang périphé-
rique peut étre réalisée en utilisant
des combinaisons de cytokines

La multiplicité des cytokines et de
leurs combinaisons offre aux méde-
cins et aux scientifiques I'opportuni-
té d’induire la multiplication des pro-
géniteurs hématopoiétiques in vilro.
Deux objectifs doivent cependant
étre clairement séparés. La produc-
tion in vitro de cellules différenciées
et fonctionnelles - érythrocytes, pla-
quettes, neutrophiles, monocytes,
cellules dendritiques, lymphocytes B
et T — destinées a un usage thérapeu-
tique apparait comme un objectif
réalisable dans un avenir relative-
ment proche. Les avantages de ces
thérapeutiques substitutives sont évi-
dents : production adaptée aux be-
soins des patients, standardisation
des produits, diminution des risques
de transmission d’agents infectieux
(en particulier les agents transmis-
sibles non conventionnels). Au-
jourd’hui, les conditions nécessaires
a la production de chacune de ces
populations cellulaires ne sont pas
parfaitement définies, mais la pro-
duction de progéniteurs et de cel-
lules myéloides miires apparait réali-
sable [43-45], avec des applications
proches dans le domaine de la trans-
plantation. L’utilisation de ces pro-

duits cellulaires manipulés, soit en as-
sociation avec un greffon non mani-
pulé, soit aprés une chimiothérapie
aplasiante mais non myélo-ablative,
pourrait se traduire par une réduc-
tion de la durée de la cytopénie et
des événements indésirables associés.
Il n’est alors pas clair si le bénéfice
éventuellement obtenu serait lié a
I'augmentation du nombre de progé-
niteurs (une relation qui n’a pas pu
étre formellement établie pour les
greffons non manipulés), a la présen-
ce de cellules différenciées et activées
par les facteurs de croissance ou aux
deux facteurs.

La multiplication in vitro des cellules
souches hématopoiétiques représen-
te un autre objectif extrémement in-
téressant pour le médecin comme
pour le chercheur : elle permettrait
de répondre a des objectifs comme le
transfert de gene ; la mise en cycle et
I'augmentation du nombre des pro-
géniteurs pourraient pallier en partie
la difficulté de transduire des cellules
souches par des vecteurs rétroviraux
(figure 2). Elle offrirait également des
espoirs thérapeutiques a des patients
chez lesquels il n’est pas possible de
collecter un greffon suffisant du fait
de la maladie sous-jacente (aplasie
médullaire par exemple) ou du fait
de traitements antérieurs (patients
ayant recu plusieurs cycles de chi-

miothérapie anti-néoplasique). Elle m—
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pourrait étre appliquée a des ma-
lades leucémiques chez lesquels il se-
rait possible de séparer une popula-
tion résiduelle normale des cellules
leucémiques, comme le suggerent
certaines études sur la leucémie
myéloide chronique [46]. L. expan-
sion in vitro des cellules souches
hématopoiétiques suppose que soit
clairement identifié un signal (une
cytokine ou une combinaison de cy-
tokines ?) qui provoque leur prolifé-
ration sans induire leur différencia-
tion. Dans I'état actuel de nos
connaissances, ce signal n’a pas été
identifié. L.a plupart des résultats rap-
portés concernant la manipulation ex
vivo des cellules CD34* du sang péri-
phérique [43-45] suggerent, bien au
contraire, que la prolifération cellu-
laire s’accompagne d’une modifica-
tion des propriétés fonctionnelles et
phénotypiques, en particulier de la
diminution puis de la disparition des
cellules CD34* aprés quelques jours
de culture ; au mieux, il y a maintien
de la population des cellules les plus
primitives qui apparaissent peu sen-
sibles a I'action des cytokines [14].
L.a possibilité que soit altérée la capa-
cité de ces cellules manipulées a res-
taurer I'hématopoiese, et leur utilisa-
tion exclusive comme greffon apres
une chimiothérapie myélo-ablative,
doivent donc étre discutées. En I’état
actuel de nos connaissances de la
physiologie des cellules souches hé-
matopoiétiques, deux éléments sug-
gerent que I'objectif d’induire leur
multiplication in vitro se heurte a des
problémes majeurs : d’une part, il
s’agit essentiellement de cellules
quiescentes, et nous ne savons pas s’il
est possible que ces cellules retour-
nent a I’état de quiescence aprés une
étape de prolifération ; d’autre part,
il est vraisemblable que le réle des cy-
tokines actuellement reconnues n’est
pas de controler la survie et la proli-
fération des cellules souches hémato-
poiétiques primitives.

Les cellules souches du sang périphe-
rique, cibles de manipulations géné-
tiques

L.es cellules souches hématopoié-
tiques présentent un intérét majeur
comme cible potentielle pour la thé-
rapie génique dans des situations pa-
thologiques aussi diverses que des
maladies héréditaires monogéniques

comme les hémoglobinopathies et
certains déficits immunitaires, ou des
maladies acquises comme les hémo-
pathies, les cancers ou le SIDA (figu-
re 2). La difficulté a transduire ces
cellules est liée a plusieurs problémes
dont le faible nombre des cellules
souches hématopoiétiques et la faible
efficacité de transduction des vec-
teurs actuellement disponibles. l.es
vecteurs rétroviraux qui sont au-
jourd’hui les plus utilisés ne sont in-
tégrés que par des cellules en cycle.
D’une part, les cytokines induisent la
prolifération des progéniteurs tardifs
plus que celle des cellules souches,
d’autre part, les cytokines induisent
prolifération et différenciation. Il est
trop tét pour savoir si ce paradoxe
est compatible avec les objectifs de la
thérapie génique. En tout état de
cause, des vecteurs susceptibles
d’étre intégrés par des cellules non
en cycle sont théoriquement intéres-
sants. lL.es adénovirus sont capables
d’infecter des cellules quiescentes,
mais les cellules hématopoiétiques ne
possedent pas le récepteur approprié
; par ailleurs, le transgeéne reste sous
une forme épi- somique et les cel-
lules transduites sont progressive-
ment «diluées» au cours des divi-
sions cellulaires, ce qui en fait un
vecteur moins attirant pour les pro-
géniteurs hématopoiétiques appelés
a se diviser fréquemment. 1’AAV
(adeno-associated virus) a la possibilité
d’infecter des cellules quiescentes et
de s’intégrer dans le génome ; il re-
présente donc un vecteur intéressant,
mais ses qualités sont a confirmer par
I’expérience. l.es vecteurs non vi-
raux, comme les liposomes et les po-
lycations, doivent étre améliorés
pour espérer I'intégration du trans-
gene a une fréquence compatible
avec les applications cliniques. Fina-
lement, quel que soit le vecteur utili-
sé, I’expression a moyen et long ter-
me du transgéne reste un
phénomeéne mal compris et maitrisé.
Plusieurs équipes de recherche tra-
vaillent actuellement au développe-
ment de vecteurs et de constructions
qui permettraient une expression sé-
lective ou inductible du transgéne.

Cassel et al. ont récemment rapporté
la possibilité d’infecter des cellules
CD34* provenant du sang périphé-
rique de patients atteints de myélo-
me par un rétrovirus contenant le
gene de résistance a la néomycine
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[47]. Lefficacité d’infection, en pré-
sence d'une combinaison de cyto-
kines, était identique a celle observée
avec des cellules provenant de la
moelle osseuse [3] ou du sang de
cordon. IlIs confirmaient ainsi les ré-
sultats de Bregni et al. [48] qui sug-
géraient que seules les cellules obte-
nues apres stimulation du donneur
pouvaient étre transduites efficace-
ment. Nous avons récemment rap-
porté la possibilité d’infecter ces cel-
lules avec un rétrovirus contenant le
géne codant pour la B-galactosidase
(nis-LacZ) [49]. Le géne de résistance
a la néomycine et le géne codant
pour la B-galactosidase bactérienne
sont des genes dits «rapporteurs »,
sans fonction thérapeutique, qui per-
mettent d’étudier le devenir des cel-
lules transduites pendant plusieurs
mois.

En conclusion, le sang périphérique
représente une source intéressante
de progéniteurs hématopoiétiques.
Les propriétés fonctionnelles et phé-
notypiques de ces cellules ne sem-
blent pas tres différentes de celles
des progéniteurs hématopoiétiques
de la moelle osseuse. La facilité avec
laquelle ces cellules peuvent étre re-
cueillies en situation clinique ex-
plique le développement trés rapide
de leur utilisation, et la multiplicité
des projets envisagés en terme de ma-
nipulation ex vivo incluant le trans-
fert de gene. Cette utilisation crois-
sante et les travaux scientifiques
associés devraient permettre de rapi-
dement répondre aux questions qui
persistent, en particulier sur la capa-
cité des CSSP de donner naissance
aux cellules lymphoides B et T, et sur
leur contribution au rétablissement
de 'hématopoiese a long terme. A
ces conditions, ces cellules devien-
dront rapidement une composante
thérapeutique majeure des thérapies
cellulaires somatiques et des théra-
pies géniques W
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Summary

Human peripheral blood stem cells

«Peripheral blood stem cells»
(PBSC) usually refer to apheresis
products collected in patients pri-
med with chemotherapy and/or re-
combinant hematopoietic growth
factors such as granulocyte-colony
stimulating factor (G-CSF) or gra-
nulocyte-macrophage-colony stimu-
lating factor (GM-CSF). The pro-
portion of true «stem cells» in
these cell populations is very small,
much smaller than the frequency of
other, more mature progenitors, or
of differentiated cells. However, the
use of apheresis products has great-
ly changed the clinical practice of
high-dose chemotherapy over the
last few years. Harvesting is easy and
does not require general anesthe-
sia, as does bone marrow collection.
Time to hematopoietic recovery is
usually shorter in patients receiving
PBSC as compared to patients recei-
ving bone marrow. In association
with the use of hematopoietic grow-
th factors during chemotherapy-in-
duced cytopenia, PBSC help reduce
morbidity associated with high-dose
chemotherapy, and thus allow more
patients with poor risk cancer to be-
nefit from this technique. Many
scientific questions remain unsol-
ved. Identification of stem cells is
still hampered by the lack of a
simple and reproducible in vitro as-
say. These difficulties do not allow
to accurately appreciate the contri-

bution of different populations of
progenitors to hematopoietic reco-
very, and thus to predict the quality
of a hematopoietic graft. The ability
of PBSC to repopulate lymphoid li-
neages is poorly defined. Despite
these uncertainties, PBSC have nu-
merous potentialities. Associated
with the clinical use of techniques
such as selection of normal proge-
nitors (based on the expression of
the CD34 antigen for example), or
liquid cultures supplemented with
recombinant cytokines (the so-cal-
led « ex-vivo expansion »), they offer
the opportunity to change the ba-
lance between normal hematopoie-
tic progenitors on one hand, and
residual tumor cells or accessory
cells such as T lymphocytes on the
other hand. As a consequence, pur-
ging or prevention of graft-versus-
host disease with T cell depletion
can be envisioned from a new
standpoint. Finally, PBSC represent
a very interesting target for genetic
manipulations. These multiple po-
tentialities explain why the use of
apheresis products contributes to
broaden the application of hemato-
poietic stem cell transplantation, a
practice that in many cases comes
closer to transfusion. It also ex-
plains why PBSC already appear as a
matter of economic and ethical
controversies, being one of the first
widely used «cellular therapies ».
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