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Thérapeutiques issues du vivant

P> Les thérapeutiques issues du
vivant incluent |"utilisation de
protéines et de cellules. Les
protéines purifiées du plasma
humain font peu a peu place a
des médicaments obtenus par
recombinaison génétique pour
s'affranchir des risques infectieux.
Cependant, certaines comme les
immunoglobulines ne sont pas
pres d’étre remplacées par des
produits recombinants. Les
thérapeutiques fondées sur
I"utilisation de cellules sont tres
diverses. Certaines sont bien
validées, comme les transfusions
de globules rouges, de plaquettes,
de polynucléaires neutrophiles,
les allogreffes et autogreffes de
cellules souches
hématopoiétiques, les greffes de
cellules épidermiques. Beaucoup
sont encore en expérimentation :
manipulation des cellules de
I"immunité pour stimuler les
réponses anti-virales ou anti-
tumorales, ilots de Langerhans
pour traiter le diabete insulino-
dépendant, hépatocytes pour
remplacer la greffe de foie,
cellules neuronales pour traiter
des malades neurodégénératives,
etc. Le progres passe par des
recherches sur les cellules
souches de ces tissus, leur
plasticité et les facteurs qui les
contrélent. L'évaluation de ces
thérapeutiques pose des
problémes spécifiques, encore
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incomplétement résolus, un des
problemes majeurs restant le
risque infectieux. <

e premier et — longtemps — le
seul dérivé du vivant utilisé
en thérapeutique a été le
sang. Leur facilité d’obten-
tion et de réinjection
explique par ailleurs le développe-
ment des thérapies a base de cellules
hématopoiétiques, qui seront plus
largement évoquées ici que d’autres
encore souvent au stade expérimen-
tal. Les thérapeutiques a base de pro-
téines puis de cellules se sont ensuite
développées. Les thérapeutiques pro-
téiques sont maintenant évaluées,
controlées et distribuées comme les
médicaments. |l n’en est pas de
méme pour les cellules. Une des
caractéristiques des thérapies issues
du vivant est que leur méthodologie
d’évaluation reste en construction
avec une hantise croissante des
risques de transmission d’agents
infectieux. Ces thérapeutiques com-
portent aussi la thérapie génique et
les greffes d’organes qui font I'objet
d’autres articles dans ce numéro de
médecine/sciences.

Les protéines
issues du vivant
et a activite
thérapeutique

Le plasma humain

Le sang est constitué de cellules (glo-
bules rouges, globules blancs, pla-
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quettes) et d’un liquide, le plasma
(constitué de toutes les protéines cir-
culantes diluées dans de I’eau). Long-
temps, le plasma a été transfusé avec
les globules rouges [1]. La premiére
étape de I «industrialisation » a été la
séparation des globules rouges et du
plasma. Le plasma sans les globules
rouges a été utilisé comme méthode
de remplissage vasculaire et aussi
comme source d’albumine, de fac-
teurs de coagulation, etc. Cette utili-
sation thérapeutique du plasma total
s’est considérablement raréfiée, parce
que la ou les protéines spécifiques
sont associées a un volume d’eau
important, et en raison des risques
infectieux. La tendance va vers le
remplacement du plasma par des suc-
cédanés (pour le remplissage vascu-
laire par exemple) [2] ou par des pro-
téines purifiées (pour des activités
thérapeutiques spécifiques).

Les protéines purifiées du plasma
humain sont essentiellement I"albu-
mine, les facteurs de la coagulation et
les immunoglobulines. Ils sont obte-
nus par fractionnement (figure 1).
L’albumine est la protéine la plus
abondante du plasma, environ 40 g/l.
Elle est purifiée depuis longtemps et
son géne bien identifié. De fortes
quantités sont nécessaires pour le
traitement des patients qui en man-
quent et les techniques actuelles de
génie génétique in vitro ne permet-
tent pas une production suffisante.
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humains. Les immunoglobulines anti-
D sont ainsi utilisées dans la préven-
tion de la maladie hémolytique néo-
natale due a l'immunisation

Les facteurs de coagulation sont les
protéines actives dans la coagulation
plasmatique, elles ont été identifiées
par I'analyse de plasma de malades
présentant génétiquement des hémor-

« anti-Rhésus » qui résulte de
I'immunisation anti-D chez les
femmes dd. La prévention de cette
maladie est obtenue par injection sys-
tématique d’immunoglobulines
humaines anti-D au décours de toute
grossesse, interruption volontaire ou
spontanée de grossesse ou éventuelle
transfusion de produits D, chez les
femmes dd. Les immunoglobulines
anti-D sont obtenues a partir du
plasma de donneurs volontaires dd
immunisés anti-D. A ce jour, aucun
anticorps monoclonal spécifique de
I'antigene D ne s’est avéré utilisable
en thérapeutique. Les immunoglobu-
lines polyvalentes sont encore utili-
sées dans le traitement des déficits de
production des anticorps constitution-
nels ou acquis. Enfin, les immunoglo-
bulines peuvent étre utilisées comme
immunomodulateur. Cette indication
des immunoglobulines humaines a
été expérimentée initialement dans le
traitement du purpura thrombopé-
nique idiopathique [3], puis dans de
nombreuses maladies auto-immunes
ou apparentées [4]. Dans ces indica-

ragies anormalement faciles, ou plus
rarement des thromboses. Rapide-
ment, on a cherché, dans un but thé-
rapeutique, a obtenir des dérivés de
plasma enrichis en tel ou tel facteur
comme le fibrinogene, le facteur VIII
pour le traitement de I’"hémophilie A,
de I’ensemble des facteurs «dépen-
dants de la vitamine K» (facteur I,
VII, IX et X), etc.

Les immunoglobulines sont les anti-
corps, produits par les plasmocytes,
cellules sécrétoires de la lignée lym-
phoide B. Elles peuvent étre utili-
sées pour induire une activité spéci-
fiqgue contre un antigéne étranger,
essentiellement un agent infectieux,
pour apporter des anticorps polyva-
lents chez un sujet qui en manque ou
encore comme immunomodulateur.

Globules rouges
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Le sérum antitétanique de cheval
administré apres toute blessure en a
été le prototype. Les sérums d’ani-
maux immunisés font progressive-

Prévention

ment place a des anticorps humains,
ce qui évite des immunisations contre
des protéines animales. Des théra-

Linjection de 100 mg d’anticorps anti-D dans les 48 h suivant tout risque
d’'immunisation de la femme dd entraine I'opsonisation des globules rouges
foetaux et leur destruction hors des sites d’induction d’une réponse immune

peutiques sont également fondées sur
I"utilisation d’immunoglobulines spé-
cifiques vis-a-vis d’antigenes

Figure 2. Prévention de la maladie hémolytique Rhésus: exemple d’immu-
nosuppression sélective par anticorps.
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tions, les immunoglobulines sont
généralement utilisées a des doses
plus importantes que pour un traite-
ment substitutif. Leur mode d’action
est complexe et probablement
variable d’une maladie a I'autre.
Dans certains cas, il est trés méca-
nique, au travers de |'occupation par
les immunoglobulines transfusées des
récepteurs du fragment Fc des Ig,
exprimés par les monocytes-macro-
phages. Dans d’autres cas, il s'agit
d’une activité anti-idiotype [5] ou
d’une action sur les cellules T, directe
ou par l'intermédiaire de I'induction
de diverses cytokines [6].

On doit encore signaler, dans ce vaste
chapitre, que diverses enzymes peuvent
étre purifiées du plasma pour le traite-
ment de maladies liées & leur absence
constitutionnelle. Ainsi la maladie de
Gaucher a pu étre traitée efficacement
par I’enzyme déficitaire purifiée du
plasma. Elle est remplacée maintenant
par la protéine recombinante.

Les protéines purifiées
d’origine animale

Les protéines extraites du plasma
d’animaux restent utilisées notam-
ment en sérothérapie spécifique, dans
le traitement de syndromes hémorra-
giques, essentiellement chez des
hémophiles immunisés contre le fac-
teur VIII humain et de ce fait réfrac-
taires aux préparations de facteur VIII
humain, et comme source d’anticorps
anti-lymphocytaires.

Le sérum anti-lymphocytaire de che-
val, de chévre ou de lapin est utilisé
pour inhiber les lymphocytes T
humains. Les indications sont essen-
tiellement les greffes et certaines
maladies auto-immunes ou apparen-
tées. Le principal risque est la mala-
die sérique liée a la production
d’anticorps du receveur contre les
immunoglobulines animales.

Les anticorps monoclonaux, essen-
tiellement murins, sont une source
d’anticorps animaux obtenus in vitro
dans des conditions qui peuvent étre
controlées afin de faire a peu pres
disparaitre tout risque infectieux. Le
principe de leur production est de
fusionner une cellule B sécrétante
unique (plasmocyte) avec une cellule
lymphoide tumorale qui lui transmet
sa capacité de réplication indéfinie,
et a lisoler («cloner»). Ces cellules
clonales vont proliférer, permettant la

1312

n°12, vol. 16, décembre 2000 ms2000

production «industrielle» d’un anti-
corps unique (« monoclonal »). Celui-
ci peut-étre utilisé dans un but théra-
peutique, soit directement pour
détruire ou inhiber les fonctions de
cellules portant I’antigéne contre
lequel il est dirigé, soit indirectement
comme transporteur spécifique vers
les cellules cibles d’une toxine, d'un
isotope radioactif, de molécules anti-
cancéreuses, etc. Le facteur limitant
tient a la production par le receveur
d’anticorps neutralisants, liée a I'ori-
gine murine de l'immunoglobuline.
Ce type de molécule ne peut donc
étre utilisé in vivo qu’en cure unique
de quelques jours. Ce probleme a été
récemment contourné par la produc-
tion d’anticorps monoclonaux huma-
nisés (voir plus loin).

Les protéines recombinantes

L’identification des genes d’un nombre
croissant de protéines du plasma ouvre
la porte a la production in vitro de ces
protéines, identiques aux protéines
naturelles, sans les contraintes du don,
de la purification a partir du plasma et
sans les risques inhérents a |utilisation
de produits directement dérivés du
vivant. Seul le géne identifié est issu du
vivant, toute la suite étant de la produc-
tion pharmaceutique. On est donc aux
frontieres des thérapeutiques issues du
vivant et les exemples foisonnent. Les
hormones et les facteurs de croissance
peuvent étre produits en quantité
«industrielle » (hormone de croissance,
érythropoiétine, facteurs de croissance
granulocytaire et plaquettaire, interleu-
kines...). Ces molécules sont essentiel-
lement utilisées pour leur fonction a
titre de traitement substitutif ou encore a
des doses pharmacologiques, par
exemple pour mobiliser les cellules de
la moelle vers le sang ou pour simuler
les lymphocytes in vivo. Les interférons
sont utilisés surtout dans le traitement
de certaines affections malignes (leucé-
mie myéloide chronique, leucémie a
tricholeucocytes, lymphome T, cancer
du rein métastasé) et dans la sclérose en
plaques. Les protéines de la coagula-
tion sont en plein développement,
parmi lesquelles le facteur VIII recombi-
nant occupe une place croissante dans
le traitement de I'hémophilie A [7].

Enfin il faut insister sur les anticorps
monoclonaux humanisés. Il s’agit
d’une remarquable réussite de la
recherche moderne, combinant l'isole-

ment d’un clone de plasmocytes
murins produisant un anticorps mono-
clonal spécifique d’un antigene humain
et les techniques de recombinaison
génétique. Le géne murin est utilisé
pour produire la partie spécifique de
I'antigéne et le reste du génome de
I'immunoglobuline de souris est rem-
placé par un gene d’'immunoglobuline
humaine. Ainsi est construite une molé-
cule mixte, spécifique, non immuno-
gene chez I’homme. L'utilisation de ce
type d’anticorps est en pleine expan-
sion [8, 9].

l L'avenir

Le développement de protéines a
usage thérapeutique est riche de
retombées potentielles. La production
in vitro des protéines du plasma a
activité thérapeutique représente un
champ considérable: protéines de la
coagulation, cytokines, facteurs de
croissance, enzymes... Les premiers
succes ont été obtenus grace a des
molécules bien choisies pour la quasi
certitude qu’elles trouveraient un
marché suffisant. Depuis, la survenue
d’effets secondaires de molécules
recombinantes (anticorps neutrali-
sants pathogeénes par exemple) a tou-
tefois montré que, pas plus que la
recherche de molécules de synthese
chimique, la recherche thérapeutique
a partir de génes n’est exempte
d’échecs. La production in vivo, par
des animaux «transgénisés » avec un
gene humain, de protéines du plasma
dont la production in vitro serait
insuffisante est une autre voie. Le pro-
totype en serait I’albumine humaine.
Il reste cependant a évaluer les
risques infectieux des protéines pro-
duites chez I’animal. Les indications
du plasma total persisteront, enfin,
tant que les substances thérapeu-
tiques qu’il peut apporter n’auront
pas toutes été identifiées.

[l faut noter, parmi les problemes a
résoudre dans l'avenir, que I’évalua-
tion de ces molécules [10] est soumise
aux diverses étapes imposées aux
médicaments classiques alors que ces
procédures ne sont pas parfaitement
adaptées. En effet, les etudes chez
I’animal ne peuvent avoir qu’un intérét
limité, s’agissant de protéines
humaines qui induisent rapidement la
production d’anticorps. Toute étude de
toxicité chronique est donc exclue. Par
ailleurs, la recherche de la classique



«dose maximale tolérée », a toutes les
chances de ne pas aboutir, s’agissant
de molécules physiologiques, souvent
susceptibles d’une activité thérapeu-
tique a trés faible concentration.

| Les thérapies cellulaires

Les thérapies cellulaires sont a la
mode et cette mode n’est slirement
pas passagere. C'est un domaine en
plein devenir et riche d’incertitudes.
Les thérapies cellulaires autres
gu’autologues présentent, comme les
greffes d’organes, un risque infectieux
que 'on ne pourra sans doute jamais
complétement écarter. En effet, les
techniques d’inactivation virale
actuelles ne sont pas adaptées aux cel-
lules vivantes. D’un autre cOté, toutes
les techniques de culture cellulaire,
notamment dans le but d’expandre les
greffons, présentent un risque infec-
tieux des qu’elles font appel a des
milieux de culture comportant des
sérums humains ou animaux.

Les thérapies cellulaires
validées

Les cellules hématopoiétiques
allogéniques (Tableaux I et Il)

La majorité des cellules du sang ont
une durée de vie limitée (120 jours
pour les globules rouges, 1 semaine
pour les plaquettes, 1 jour pour les
polynucléaires neutrophiles). Elles ne
peuvent donc pas «greffer» chez les
receveurs. On utilise des produits aussi
purs que possible (globules rouges
déleucocytés, plaquettes déleucocy-
tées et, beaucoup plus rarement, des
polynucléaires neutrophiles). La
grande préoccupation reste le risque
de transmission d’un agent infectieux.
Ce risque est actuellement minimisé
par la qualité de la sélection des don-
neurs, les tests sérologiques préalables
a la transfusion, la recherche de virus
en biologie moléculaire, ainsi que la
déleucocytation. La collecte des pla-
quettes par cytaphérése est un autre
moyen de réduire ce risque, un seul
donneur permettant d’obtenir autant
de plaquettes que 6 a 10 dons du sang
classique. L'amélioration de la sécurité
des produits existants repose essentiel-
lement sur la mise au point de tech-
niques d’inactivation virale qui n’alte-
rent pas la qualité des cellules [13].

La production in vitro de globules

Tableau I. Principales thérapies cellulaires allogéniques (I).

Nature
des cellules

Objectif
thérapeutique

Cellules mres Traitement

du sang substitutif
transitoire
(anémie,

thrombopénie)

Cellules souches
myéloides

Remplacer
définitivement
une moelle

ou malade
(leucémie,
maladies

Cellules souches
hématopoiétiques
déplétées en
cellules T

de réaction du
greffon contre
I’hote

Cellules souches Permettre la

déficitaire (aplasie)

constitutionnelles
du tissu myéloide)

Réduire le risque Expérimental

hématopoiétiques greffe de

du sang du receveurs adultes
cordon étendues  avec de « petits
in vitro greffons»

Stade de
développement

Problemes
rencontrés

(hors risque
de transmission
d’agent pathogéne)

Routine Allo-immunisation

Routine * Rejet (rare grace
a l'immunosup-

pression)

*Réaction du gref-
fon contre I'h6te
(GVH)

* Ne permet pas
les greffes avec
différence de
compatibilité
importante chez
I'adulte (le permet
chez I'enfant)
*Dans les greffes
compatibles,
augmentation

du risque de rejet
et de rechute des
maladies malignes
causales
Préclinique Technique encore
balbutiante

rouges et de plaquettes est une voie
ouverte. On sait déja faire se différen-
cier in vitro des cellules immatures
pour produire des globules rouges,
des polynucléaires neutrophiles et
des plaquettes. Cependant, ces tech-
niques sont inapplicables a la pro-
duction en grandes quantités. Elles se
pratiquent a partir de précurseurs a
durée de vie finie qu’il faudrait donc
constamment renouveler par préléve-
ment de cellules de donneurs. Pour
parvenir a produire des globules
rouges ou des plaquettes in vitro dans
des conditions de sécurité virale
controlée et a une échelle «indus-
trielle », il faudrait donc: (1) étre
capable de controler a long terme

[’autorenouvellement des cellules
souches myéloides; (2) avoir identifié
tous les ingrédients qui permettent in
vivo la production quotidienne des
milliards de globules rouges et de
plaquettes. Aucun obstacle théorique
ne s’oppose aujourd’hui a ce que ces
buts soient atteints un jour.

Le développement de succédanés de
cellules est également trés largement
envisagé [13, 14]. Le globule rouge
est apparemment une cellule tres
simple: un sac contenant de I’hémo-
globine. En fait, ce sac est une mem-
brane cellulaire avec toute sa com-
plexité. De plus, I'hémoglobine est
une molécule transporteuse d’oxy-
geéne. Il faut donc qu’un globule
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Tableau Il. Principales thérapies cellulaires allogéniques (I1).

Nature
des cellules

Cellules hémato-
poiétiques mares
produites in vitro
(globules rouges,
plaquettes)

Lymphocytes

Cellules
neuronales
foetales

Hépatocytes

Objectif
thérapeutique

Production
«industrielle » de
globules rouges
et de plaquettes

Effet antitumoral
chez un malade
déja allogreffé et
dont la
pathologie
maligne récidive

Guérir des
maladies neuro-
dégénératives

* Traitement

transitoire d’'une
insuffisance
hépato-cellulaire
en attente de la
greffe de foie

« Alternative a la
greffe de foie

Guérison du
diabéte insulino-
dépendant

l16ts de
Langerhans

Stade de
développement

Problemes
rencontrés

(hors risque
de transmission
d'agent pathogene)

Technologie Connaissances

virtuelle fondamentales
insuffisantes

Routine Réaction du
greffon contre
I'hote

Expérimental Logistique lourde

Démonstration de
|'efficacité non
apportée

Préclinique

Absence de
modele préclinique
chez les grands
animaux

Expérimental Rejet a terme

rouge artificiel contienne les équiva-
lents de I’équipement enzymatique
qui protegent le globule rouge phy-
siologique de l’oxydation. Il sera
peut-étre plus simple de remplacer
partiellement les plaquettes par des
macromolécules capables de jouer
une partie du role de ces cellules.

L’allogreffe de cellules souches

L'objectif de I'allogreffe de cellules
souches est de remplacer définitive-
ment une moelle malade par une
moelle allogénique normale. Il n'y a
pas d’obstacle « mécanique », car les
cellules souches de la moelle s’injec-
tent par voie sanguine et gagnent
naturellement la moelle. Les obs-
tacles sont immunologiques. Le rejet
est assez aisément combattu par les
traitements immunosuppresseurs pré-
greffes. En revanche, la greffe
contient aussi des cellules lym-
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phoides du donneur qui vont réagir
contre le receveur (réaction du gref-
fon contre I’h6te ou GVH) [15, 16].
Actuellement, seules les greffes de
donneurs identiques pour le systeme
majeur d’histocompatibilité sont
considérées comme d’un risque
acceptable, qu’elles proviennent de
donneurs intrafamiliaux (fratrie) ou de
donneurs non apparentés des diffé-
rents fichiers mondiaux (plus de
3 millions de donneurs potentiels
actuellement) [17]. Les cellules peu-
vent étre prélevées dans la moelle, le
sang (technique plus récente, non
encore parfaitement évaluée) ou le
sang placentaire (« sang de cordon »).
Les perspectives de ce type
d’approches sont centrées sur la
réduction des risques de GVH (graft
versus host), car celle-ci représente la
cause essentielle, directe ou indirecte,
de mortalité. Cela peut étre obtenu en
déplétant les cellules du greffon en

cellules T alloréactives. Cette tech-
nique est utile dans les greffes réali-
sées chez les enfants atteints de défi-
cits immunitaires congénitaux. Les
principales indications d’allogreffes
sont cependant les maladies malignes
et, dans ces maladies, la déplétion T
augmente le risque de rechute.

L’allogreffe de lymphocytes

Cette technique est actuellement utili-
sée dans le traitement de rechutes
d’affections malignes apres allogreffe.
En effet, le tissu lymphoide du patient
est généralement encore celui du don-
neur. L'injection de lymphocytes du
donneur n’entraine donc aucun rejet et
la réaction antihote de ces cellules
peut suffir a induire la régression, voire
la guérison de la pathologie maligne.
C’est une remarquable démonstration
de I'efficacité antitumorale de la réac-
tion allogénique [18].

Parmi les perspectives ouvertes par ces
techniques, on peut noter I'immunothé-
rapie adoptive antivirale [19, 20]. Cette
technique a déja été expérimentée chez
I’homme avec succés mais n’est pas
encore entrée dans la routine. Elle
consiste a faire expandre in vitro les
lymphocytes du donneur en présence
d’antigenes viraux (virus d’Epstein-Barr,
cytomégalovirus) (figure 3) et a réinjec-
ter ces cellules apres greffe, soit préven-
tivement, soit a titre curatif, pour préve-
nir ou faire régresser une infection virale
dangereuse chez le receveur immuno-
déprimé. On peut également envisager
d’administrer des lymphocytes porteurs
d’'un gene suicide. L'idée est d'intro-
duire dans les lymphocytes du donneur
avant leur injection, un géne inductible
dont la mise en route en cas de GVH
sévere permettrait de stopper cette der-
niere. On en est au stade des études
préliminaires.

Les cellules hématopoiétiques auto-
logues (Tableaux Il et IV)

L’autotransfusion de globules rouges
[1, 13] est utilisée afin de réduire les
risques des transfusions allogéniques
en collectant les globules rouges d’un
patient programmé pour une interven-
tion hémorragique, et en les conser-
vant jusqu’a la date de l'intervention.
L’intérét colt-efficacité de cette
méthode n’est pas démontré [21].

L'autogreffe de cellules souches
consiste, quant a elle, a prélever des
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Figure 3. Un exemple de procédure de thérapie cellulaire. La production de
lymphocytes T anti EBV (x : y) = rapport lymphocytes de donneur/cellules sti-
mulantes (d’aprés M. Cavazzana-Calvo).

cellules souches myéloides, le plus
souvent actuellement dans le sang
aprés mobilisation par facteur de
croissance et/ou chimiothérapie, a les
congeler et a les réinjecter au rece-
veur, a un moment opportun dans la
stratégie thérapeutique, apres que
celui-ci a recu un traitement destiné a
éradiquer la maladie, le plus souvent
maligne. Ce traitement éradicateur
(« conditionnement ») est responsable
d’une telle toxicité sur la moelle que
seule la réinjection des cellules
conservées permet la reconstitution
myéloide. Le terme d’autotransfusion
de cellules souches hématopoiétiques
serait donc mieux adapté, car la greffe
n’a pas de vertu thérapeutique propre.
C’est le «conditionnement» qui est
thérapeutique. L'autogreffe de cellules
souches aprés un traitement radio
et/ou chimiothérapique détruisant la
moelle in vivo a démontré son effica-
cité en allongeant I'espérance de vie
d’un certain nombre de patients
atteints de maladies malignes, essen-
tiellement hématologiques (lym-
phomes notamment en rechute, cer-
taines leucémies aigués, myélome...).
Le risque de rechute est la principale
complication (a la différence de I'allo-
greffe lors de laquelle la GVH est la
principale complication).

Les perspectives de ces approches
sont trés importantes mais leur intérét

reste souvent a évaluer. Ainsi, apres
des résultats largement médiatisés, il
semble bien que la stratégie d’auto-
greffe n’apporte pas de bénéfice dans
les cancers du sein [22]. Des tech-
niques nouvelles a base de tri cellu-
laire ont été mises au point avec
I"objectif d’éliminer les cellules tumo-
rales du greffon. Pour l’instant,
aucune étude n’a montré que cette
sélection permettait d’améliorer les
résultats [23]. Dans des maladies
autoimmunes agressives, |'idée a
émergé d'utiliser I"autogreffe de cel-
lules déplétées en cellules T apres un
traitement immunosuppresseur lourd.
Quelques résultats préliminaires ont
été rapportés et les études en cours
devraient permettre |'évaluation de
ces traitements [24, 25].

L’expansion des cellules myéloides
autologues est une voie poursuivie
activement. Les facteurs qui limitent
des autogreffes de cellules souches
hématopoiétiques sont essentielle-
ment les risques encourus par le
patient pendant la période d’aplasie
qui précede la réascension de cellules
produites par la greffe, et la quantité
de cellules collectées qui peut étre
insuffisante, notamment chez les
sujets qui ont recu au préalable des
chimiothérapies. L’expansion des pro-
géniteurs d’une part, des cellules
souches d’autre part, est une tentative

N

de réponse a ces deux obstacles.
Dans le cas de I’expansion des progé-
niteurs, I’objectif est de faire différen-
cier in vitro un nombre suffisant de
précurseurs proches des cellules du
sang pour raccourcir la durée d’apla-
sie apres la réinjection. Quelques tra-
vaux récents suggerent que ce but
peut étre atteint grace a |'utilisation in
vitro de «cocktails» de facteurs de
croissance hématopoiétiques [26].
L’expansion des cellules souches est
un probléme beaucoup plus difficile a
résoudre car, pour le moment, les
modalités de régulation des cellules
souches restent tres mal connues. |l
est d'ailleurs possible que les cellules
souches hématopoiétiques ne soient
pas capables d’une expansion rapide
sans perdre de leur capacité d’autore-
nouvellement. Il est donc indispen-
sable que la recherche fondamentale
progresse dans ce domaine.

L’autogreffe de peau

Cette technique est utilisée avec suc-
cés pour le traitement des brllures
graves. Elle consiste a faire expandre
in vitro des cellules épidermiques pré-
levées en zone saine chez le patient et
a les greffer ensuite dans les zones
brélées. En une quinzaine de jours, il
est possible d’obtenir des greffons
capables de couvrir environ 15% de
la surface corporelle totale et en
3semaines un peu moins de 50 %.
Une particularité notable de cette
technologie par rapport a l'exemple
précédent est d’étre completement
industrialisée. C’est une firme améri-
caine (Genzyme Tissue Repair, Cam-
bridge, USA) qui réalise cette tech-
nique pour les grands bralés du
monde entier. Néanmoins, I'autogreffe
n‘est pas celle d’'une peau normale.
Elle ne comporte ni glandes sudori-
pares, ni follicules pileux. L’identifica-
tion d’une cellule souche multipo-
tente, capable de se différencier en
cellules épidermiques, en cellules de
glandes sudoripares et en cellules de
follicules pileux pourrait permettre de
parvenir a des autogreffes d’encore
meilleure qualité fonctionnelle.

Les thérapies cellulaires
en devenir

Les thérapies cellulaires actuellement
au stade expérimental sont trés nom-
breuses et, pour éviter un trop long
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Tableau Il1. Principales thérapies cellulaires autologues (I).

Nature
des cellules

Objectif

thérapeutique

Transfusion de
globules rouges
sans risque
infectieux

Globules rouges
conservés
(autotransfusion)

* Réduction de la
durée de l'aplasie

Cellules souches
hématopoiétiques

chimiothérapie non
myélosuppressive*
pour pathologie
maligne

» Reconstitution
hématopoiétique
apres chimio/radio-
thérapie myélo-
suppressive pour
pathologie maligne

Idem
+ réduction de
risque de rechute

Cellules souches
hématopoiétiques
«purgées» de
cellules malignes

Traitement des
maladies auto-
immunes apres

Cellules souches
hématopoiétiques
déplétées en
cellules T
suppresseur tres
hématotoxique

Réduction de la
durée d’aplasie et
reconstitution
hématopoiétique
apres traitement
myélosuppresseur
pour pathologie
maligne

Cellules souches
hématopoiétiques
enrichies in vitro en
progéniteurs

Reconstitution
hématopoiétique
apres traitement
myélosuppresseur
malgré un greffon
insuffisant au
prélévement

Cellules souches
hématopoiétiques
étendues in vitro

thérapeutique apres

traitement immuno-

Stade de
développement

Problemes
rencontrés

Utilisable seulement
pour la chirurgie
programmeée
moyennement
hémorragique

Routine

Routine * Risque de rechute a
partir du greffon s'il
contient des cellules

tumorales

Routine * ldem

Absence de
démonstration de
Iutilité

Expérimental

Expérimental Risque de déficit
immunitaire

secondaire

Absence d’intérét
financier pour les
firmes productrices de
facteurs de croissance
hématopoiétiques

Préclinique/
Expérimental

Connaissances
fondamentales
insuffisantes

Préclinique

* Myélosuppresseur: détruisant définitivement les cellules hématopoiétiques.

catalogue, seul un petit nombre
d’exemples pris parmi les thérapeu-
tiques relativement les plus avancées
seront passées en revue.

Immunothérapie antitumorale
autologue

Stimuler la réponse immunitaire de
I’hote vis-a-vis de sa tumeur maligne
est un réve ancien des oncologues.
Les progreés biologiques ouvrent de
nouvelles perspectives [27]. On peut
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utiliser pour ce faire plusieurs types
de cellules: (1) les lymphocytes T
cultivés in vitro et immunisés contre
des antigenes tumoraux. L'objectif est
alors d’injecter ensuite ces cellules
tueuses pour obtenir la régression
tumorale; (2) les cellules monocy-
taires «armées» avec des anticorps
spécifiquement dirigés contre les cel-
lules tumorales; (3) les cellules den-
dritiques « pulsées» in vitro avec des
antigenes tumoraux, ou différenciées
in vitro a partir de cellules leucé-

miques myéloides. L'objectif est la de
stimuler in vivo les réponses lympho-
cytaires de I’hote (« vaccination anti-
tumorale ») [28].

La technique actuellement la plus en
pointe est la vaccination par les cel-
lules dendritiques. Toutefois, il reste a
démontrer qu’il est effectivement pos-
sible chez I'homme de stimuler, que
ce soit in vitro ou in vivo, une
réponse immune antitumorale effi-
cace chez des sujets chez lesquels la
tumeur a été capable de se dévelop-
per spontanément, situation qui est
sensiblement différente des modeles
animaux qui utilisent le plus souvent
des tumeurs greffées. Toutes ces
méthodes pourraient étre optimisées
par le transfert génique dans les cel-
lules de molécules de membrane
favorisant la réponse immune ou de
cytokines immunostimulantes.

Allogreffe d’ilots de Langerhans
pour le traitement du diabete
insulino-dépendant

L’objectif final est de permettre a des
patients insulino-dépendants de ne
plus avoir recours a l'insuline [29].
Pour le moment, aucun résultat signi-
ficatif a long terme n’a été observé
malgré plusieurs centaines de tenta-
tives dans le monde. Les difficultés
sont multiples, tenant a la rareté des
flots de Langerhans disponibles, la
nécessité d’'une immuno-suppression,
et a une connaissance insuffisante de
leur physiologie. La description
récente [30] d’une nouvelle tech-
nique d’immuno-suppression ouvre
des perspectives qui demandent a
étre confirmées. L’expansion in vitro
d’ilots a été décrite récemment et
pourrait permettre également de nou-
velles avancées [30].

Allogreffe d’hépatocytes

L'objectif de I'allogreffe d’hépato-
cytes [29] est de remplacer la greffe
de foie, ou de permettre aux patients
en attente de transplantation hépa-
tique de survivre en attendant un foie
disponible. Pour l’instant, aucun
résultat véritablement significatif n’a
été obtenu. Il semble nécessaire de
revenir a des modeéles animaux,
notamment chez le gros animal. Une
recherche plus fondamentale sur la
physiologie de I’hépatopoiése, des
cellules souches et des facteurs de



Tableau IV. Principales thérapies cellulaires autologues (I1).

Nature
des cellules

Objectif

thérapeutique

Lymphocytes T sti-
mulés in vitro par
virus*

Immunothérapie
maladies virales
déprimés)

Lymphocytes T

stimulés in vitro par
antigénes tumoraux

Immunothérapie

tumeurs malignes

Macrophages Immunothérapie
armeés vis-a-vis

d’antigénes de tumeurs
tumoraux malignes
Cellules «Vaccination »

dendritiques chargées anti-tumorale

d’antigénes tumoraux

Epidermiques
apres bralures

active spécifique de cliniques

(chez les immuno-

active spécifique de Premiers essais

active = spécifique Premiers essais

Réparation cutanée Routine

cutanées étendues

Stade de
développement

Probléemes
rencontrés

Extréme lourdeur de
la technologie

Premiers essais

encourageants

* Extréme lourdeur de
la technologie

Preuve de l'efficacité
non apportée chez
I'homme

Préclinique/

* Preuve de l'efficacité
non apportée chez
I'homme

Préclinique/

Preuve de l'efficacité
non apportée chez
I'"homme

Préclinique

Pas de reconstitution
des cellules
sudoripares ni des
follicules pileux

(industrialisé)

* En fait, il s’agit de cellules autologues pour les indications dans les greffes d’organes, mais allo-
géniques (du donneur, donc autologues vis-a-vis du tissu lymphoide du patient) en cas de greffe

de moelle.

régulation est probablement aussi
indispensable.

Greffe de neurones foetaux

Quelques centaines de patients
atteints de maladie de Parkinson ont
été greffés dans des protocoles théra-
peutiques rigoureux [32]. Ces essais
ont montré que les neurones dopami-
nergiques foetaux, implantés dans le
cerveau adulte, survivent, se différen-
cient et peuvent induire une récupé-
ration fonctionnelle significative,
bien que variable d’un patient a
I’autre ce qui implique que des
études précliniques et cliniques sup-
plémentaires soient réalisées pour les
optimiser. La logistique importante,
et impossible a déléguer a une struc-
ture de type industriel dans le cadre
de greffes de tissus provenant d’'IVG,
compromet toutefois |’expansion de
cette technique hors de centres de
recherche spécialisés. L’obtention de
cellules capables de remplacer les
neurones dopaminergiques mais sus-
ceptibles d’étre produites en quantité
importante et conservées dans des
«banques », dans lesquelles les neu-
rochirurgiens pourraient venir puiser
a la demande, est donc aujourd’hui

un objectif prioritaire. Les cellules
souches, notamment mais pas seule-
ment embryonnaires, ou les xéno-
greffes sont des pistes activement sui-
vies dans les laboratoires. Des
résultats prometteurs viennent, par
ailleurs, d’étre obtenus dans une
autre maladie neurodégénérative, la
maladie de Huntington, dans
laguelle la greffe neuronale repré-
sente ainsi le seul traitement envisa-
geable a ce jour. Il est donc probable
que, dans ce cas, les problemes de
logistique ne bloqueront pas I’expan-
sion de la technique de la méme
facon que pour la maladie de Parkin-
son, pour laquelle d’autres traite-
ments existent.

L’'évaluation
des thérapies cellulaires

Jusqu’a une période récente (Loi
n°96-452 du 28 mai 1996 relative
aux thérapies cellulaires et géniques),
la thérapie cellulaire n’était soumise
en France a aucune réglementation
sérieuse [33]. Avec les contraintes
éthiques et réglementaires actuelles,
il est probable que la transfusion de
globules rouges ou de plaquettes, ou
encore |'autogreffe de cellules

souches hématopoiétiques du sang
auraient mis beaucoup plus de temps
a émerger qu’elles ne |'ont fait.
Malgré les tentations pour les clini-
ciens de réaliser le plus vite possible
des essais chez I’lhomme, un certain
nombre d’étapes incontournables doi-
vent étre respectés: (1) définition pré-
cise du but thérapeutique recherché;
(2) mise au point d’'un modele animal
adapté (il n’existe pas toujours et il
faut éventuellement le créer); (3) expé-
rimentation chez le rongeur, puis chez
le gros animal; (4) définition des cri-
teres de qualité du produit cellulaire
(nombre, fonction, etc.) et tentative de
« standardisation » du produit; (5) essai
de faisabilité chez I'homme. Il est pro-
bablement la plupart du temps illu-
soire de rechercher une dose maxi-
male tolérée en matiére de thérapie
cellulaire. Compte tenu de la difficulté
d’obtenir des cellules, le principal pro-
bleme est plutét de définir la dose
minimale efficace dans une maladie
donnée. En cas d’essai de faisabilité
encourageant, une étude de phase I
doit étre réalisée, de préférence
d’emblée randomisée et préalable a
une éventuelle étude de phase IlI.

La thérapie cellulaire ne pourra sans
doute jamais répondre aux criteres
de qualité exigés par les médica-
ments. En effet, ce sont des agents
thérapeutiques beaucoup plus com-
plexes de sorte qu’il sera sans doute
impossible de réaliser des produits
véritablement homogeénes et aux
effets parfaitement prévisibles. Le
législateur a jugé bon de distinguer
des «produits cellulaires » (cellules
non volontairement modifiées), des
« produits de thérapie cellulaire »
(cellules volontairement modifiées),
seules ces dernieres étant considé-
rées comme des médicaments, donc
du ressort de l'industrie. Cette défini-
tion occulte le fait que toute cellule
extraite du corps humain a de fortes
probabilités d’étre involontairement
modifiée. Il faut donc trouver un
équilibre entre les désirs des équipes
médicales d’utiliser les cellules
qu’elles peuvent elles-mémes se pro-
curer dans l’espoir de sauver les
malades, mais dans des conditions
qui risquent de ne pas permettre de
répondre a la question posée, et les
craintes que la prise en mains par
I"industrie, certainement préférable
en termes d’assurance qualité, ne
«tue le génie» ! m
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Summary
The living therapies

Therapies derived from the living
include proteins and cells. Proteins
used as therapies are mainly obtai-
ned from human plasma, usually
after several steps of purification.
Some animal proteins are still
used. These natural proteins are
progressively replaced by proteins
roduced by recombinant techno-
ogy. Cells used as therapy include
blood cells (red, white and plate-
lets), allogeneic and autologous
hematopoietic stem cells, epider-
mal cells expanded in culture.
Other cellular therapies are at dif-
ferent stages of experimentation:
cells of the immune system, Lange-
rhans islets, hei)atocytes, embryo-
nic neuronal cells... More research
on stem cells, their regulation and
plasticity is a perequisite for new
progresses. Procedures to evaluate
these emerging therapies are in
continuous construction.
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