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SOMMAIRE

L'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH), option

thérapeutique prometteuse pour plusieurs patients atteints de néoplasies

hématologiques, est une approche thérapeutique limitée en raison d'une possibilité de

contamination du greffon par des cellules malignes. De plus, une purge ex vivo de

ces dernières élimine une majorité de progéniteurs hématopoiétiques normaux, ce qui

pourrait compromettre la prise du greffon. Aussi, devenait-il important de concevoir

une stratégie à deux volets principaux qui visait, à la fois, l'élimination des cellules

malignes résiduelles et l'expansion des cellules souches et progénitrices normales.

Pour parvenir à cette fin, nous avons évalué différentes approches

thérapeutiques: la thérapie photodynamique de cellules de patients atteints de

lymphome non-Hodgkinien (LNH) et l'expansion ex vivo de cellules normales

provenant d'individus normaux et de patients atteints de leucémie myéloïde chronique

(LMC). En premier lieu, la thérapie photodynamique a été réalisée à l'aide de l'agent

photosensibilisateur BPD-MA (dérivé de benzoporphyrine monoacide bague A)

puisqu'il pouvait être utilisé en clinique.

Nos résultats ont démontré que l'index thérapeutique du BPD-MA, atteint à

des doses de 20 à 30 ng/ml, a induit des depletions de 2 à 4 logs de cellules

lymphomateuses de haut et de bas grade, tout en évitant un effet toxique important

sur les progéniteurs hématopoiétiques normaux du sang. Les colonies

hématopoiétiques normales ont été maintenues dans une proportion de 60 à 80%.

Afin de favoriser l'expansion des progéniteurs résiduels normaux, présents

dans le contexte de la LMC, nous avons ensuite évalué l'effet de combinaisons de

cytokines approuvées en clinique. Ces dernières agissent sur la prolifération et/ou la

différenciation à différents niveaux de maturation hématopoiétique: celui des CSH

(FltS-ligand ou PL), des CSH et des progéniteurs (Pixykine321, protéine de fusion

GM-CSF/IL-3, ou P) ou à partir du stade des CSH à celui des granulocytes (G-CSF

ou G).
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Une culture ex -vivo de douze jours, sans stroma médullaire et sans sérum, a

favorisé l'expansion des cellules normales (bcr-abF) aux dépens des leucémiques

(bcr-abl+), aux stades hématopoiétiques tant matures qu'immatures.

Par ailleurs, le suivi de prolifération par marquage cellulaire au CFSE a
indiqué que cette expansion préférentielle des cellules normales pourrait être due à
une augmentation du taux de prolifération des cellules progénitrices normales ainsi

qu'à une induction accrue d'apoptose parmi les cellules progénitrices leucémiques.

L'approche de culture ex vivo a également permis d'induire l'expansion de

cellules progénitrices normales des voies mégakaryocytaires et érythroïdes au terme

de deux jours d'expansion avec un cocktail de facteurs extraits de plaquettes matures.

Ces données suggèrent que les plaquettes, quoique matures, peuvent produire des

cytokines essentielles au développement de lignées cellulaires pouvant prévenir

l'abolition de la thrombocytopénie et de l'anémie, les deux effets secondaires les plus

importants lors de la transplantation de cellules souches hématopoiétiques.

L'ensemble de nos résultats démontre que la manipulation ex vivo de cellules

de néoplasies hématologiques est indispensable à l'optimisation de la transplantation

autologue de cellules souches et progénitrices. La combinaison de purges efficaces

des cellules malignes et un rétablissement de l'équilibre hématopoiétique normal,

dans les conditions établies dans ce projet, permettront de débuter rapidement une
étude clinique de Phase I.
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-^ Introduction

L'autogreffe de cellules souches hématopoiétiques (CSH) constitue une

option thérapeutique prometteuse pour plusieurs patients atteints de néoplasies

hématologiques. Toutefois, cette approche thérapeutique a ses lùnites à cause d'une

possibilité de contamination du greffon par des cellules malignes. Par ailleurs, la

purge ex vivo conçue pour l'élimination de ces dernières élimine également une

majorité de progéniteurs hématopoiétiques normaux compromettant ainsi la prise du

greffon. Il fallait donc élaborer une stratégie qui vise, à la fois, l'élimination des

cellules malignes résiduelles et l'expansion des cellules souches et progénitrices

normales, responsables de la reconstitution hématopoiétique à moyen et à long terme.

Nous avons donc entrepris d'optimiser les techniques de purge ex vivo dans le

contexte de néoplasies hématologiques, par la thérapie photodynamique et

l'expansion ex vivo de cellules souches et progénitrices hématopoiétiques.

Notre thèse se divise en 5 chapitres. Nous présenterons, tout d'abord, le

contexte expérimental et clinique de la manipulation ex vrvo de cellules

hématopoiétiques, contexte dans lequel s'est inscrite notre recherche. Cette

description permettra de familiariser le lecteur à la problématique de l'autogreffe.

Le deuxième chapitre visera à démontrer le potentiel thérapeutique de l'agent

photosensibilisateur BPD-MA dans le traitement des cellules souches périphériques

de patients atteints de lymphome.

La nécessité d'augmenter les faibles nombres de cellules souches normales

résiduelles et d'optimiser l'étape de purge émergera, ce qui nécessitera le

développement de conditions d'expansion ex vivo. Cette optimisation du potentiel

thérapeutique en autogreffe fera l'objet du troisième chapitre.

Au quatrième chapitre, nous présenterons les mécanismes qui peuvent

expliquer la réaction des cellules à la culture ex vivo.
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Nous consacrerons le chapitre cinquième à l'exploitation de l'expansion ex

vivo pour pallier les risques d'infection parfois présents en autogreffe.

Nous finirons par une conclusion générale.
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Chapitre l. Revue de littérature

Ce premier chapitre est divisé en quatre sections. Nous débuterons par la

description du processus hématopoiétique, pour poursuivre avec l'analyse des

cytokines et leurs récepteurs. Nous aborderons ensuite les principales

caractéristiques de la leucémie myéloïde chronique, pour enfin terminer par une

description de la tnanipulation ex vivo des cellules souches hématopoiétiques.

1.1 Hématopoièse

L'hématopoièse est un processus hiérarchique très rigoureusement contrôlé. Il

implique séquentiellement l'auto-renouvellement des cellules souches, l'expansion

des populations de progéniteurs engagés vers une voie de différenciation et la

maturation en éléments hématopoiétiques matures. l;2(Figure l) On note que les
cellules souches pluripotentielles et leiu-s cellules-fîlles prolifèrent et se différencient

en cellules matures de 10 types cellulaires différents, dans le sang périphérique. Les

cellules souches hématopoiétiques (CSH) parviennent à s'auto-renouveler et à

produire des cellules de deux lignées principales, lymphoïde et myéloïde. De plus,

elles ont un potentiel hiérarchique de différenciation en plusieurs lignées grâce à leur

capacité clonale.

Le maintien du phénotype de cellule souche ou son auto-renouvellement

constitue le début de la hiérarchie hématopoiétique. Cette étape est suivie de la

différenciation et prolifération des cellules plus matures. A cet effet, deux hypothèses

complètement opposées ont été émises. L'hypothèse stochastique, proposée dès 1964

par Till, McCulloch et collègues, suggère que la décision d'auto-renouvellement ou

de différenciation de la cellule souche est un processus stochastique, uniquement régi

par les lois du hasard. Leur modèle est basé sur l'utilisation de colonies blastiques
murines (CFU-S) à fort potentiel clonogénique. Les cellules-fîlles dérivées de
chacune de ces cellules-mères blastiques sont engagées vers différentes lignées.4
Selon la fréquence de colonies secondaires produites, les auteurs ont suggéré

J
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Figure l. Schéma d'hématopoièse
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que le processus d'engagement vers la différenciation ne serait pas contrôlé pour des

cellules individuelles mais pour la population totale.3 Par ailleurs, une hypothèse
inductive du processus hématopoiétique a également été émise. ' Dans ce cas, les
facteurs de croissance exerceraient un rôle direct sur la différenciation cellulaire; le

sort celliilaire serait donc déterminé par le type de facteur de croissance agissant sur

la cellule.

L'élément qui émerge de plusieurs études est qu'une multitude de signaux

positifs et négatifs régissent le maintien du système hématopoiétique, grâce au

recrutement périodique de cellules souches hématopoiétiques, initialement

quiescentes et induites à la prolifération et la différenciation en cellules matures

transitoires.

La hiérarchie hématopoiétique est un concept basé, entre autres, sur plusieurs

modèles de transplantation dans le système murin où les CSHs sont en mesure

d'établir la reconstitution hématopoiétique à court et à long terme une fois injectées

dans un microenvirormement physiologique semblable au leur. La compréhension

complète du contrôle de l'hématopoièse ne peut vraiment s'effectuer que dans des

modèles se rapprochant le plus des situations physiologiques, les modèles in vivo.

C'est ainsi que plusieurs modèles murins ont été développés afin de recréer

l'hématopoièse à long terme à partir de cellules souches humaines. Plus

particulièrement, ces systèmes impliquent l'injection de cellules hématopoiétiques

humaines à des souris irradiées à des niveaux sub-léthaux, parfois suivie de

traitement aux facteurs de croissance avec ou sans co-transplantation de cellules

accessoires CD34-.9 La prise de greffon de cellules humaines a également été testée

à l'aide de souris SCID (severe combined immunodeficient) transgéniques exprimant

les gènes humains d'IL-3, GM-CSF et SCF, des cytokines agissant sur les cellules

souches et progénitrices hématopoiétiques. D'un autre côté, le microenvironnement

humain a été recréé chez la souris grâce à l'implantation de foie fœtal humain, de

thymus,11 avec ou sans implantation de fragments osseux humains.

J



n

J

8

L'identifîcation et revaluation des CSHs primitives et des cellules

progénitrices ont été facilitées par revolution de la cytométrie en flux et le

développement d'anticorps monoclonaux. Plus particulièrement, l'expression de

l'antigène CD34 à la surface des cellules progénitrices hématopoiétiques est un

précieux outil dans la caractérisation de ces cellules. Le CD34 est une protéine

transmembranaire de type I, de 115 kD, hautement glycosylée et membre de la

famille des sialomucines. Il est exprimé à la surface de l à 3% des cellules de la MO,

en forte densité à la surface des CSHs primitives (LTC-IC) et diminuant en

expression jusqu'au stade des cellules progénitrices plus matures et engagées à des

lignées spécifiques .

En plus du CD34, le CD90 (Thy-1) est un marqueur de CSHs puisque des

anticorps monoclonaux spécifiques à chaque marqueur permettent d'enrichir des

échantillons murins, de primâtes et d'humains en CSHs. Les cellules CD34'Thy-l

provenant de MO et de sang périphérique humains expriment fortement le CD59;14
elles expriment faiblement ou sont négatives pour CD38, CD71, CD45RA, HLA-DR,

CD135 (Flt3) et CD117 (c-kit) ainsi que pour les marqueurs de lignées tels que CD2,

CD4, CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD20 et glycophorine A.15 En plus de ces

molécules «traditionnelles», les cellules CD34 sont également caractérisées par des

antigènes de surface découverts tout récemment. La molécule HCA (hematopoietic

cell antigen) est exprimée à la surface de 40 à 70% de cellules CD34+Thy-l+CD3810/-

Rhod 12310 de MO et de SP mobilise.16 HCA, membre de la superfamille des
immunoglobulines pouvant induire l'adhésion homophilique, est aussi exprimé à la

surface des progéniteurs myéloïdes, mais disparaît de la surface des cellules

progénitrices CD34 ' CD 19 ' engagées vers la lignée lymphoïde.

La liste de marqueurs de surface cellulaire de CSHs s'allonge avec la

découverte de l'anticorps monoclonal AC 133.17 AC 133, découvert par des

experiences d'immunisation et de criblage, reconnaît une molécule transmembranaire

à cinq passages dont l'expression est restreinte aux populations cellulaires

CD34bnghtCD38- de MO et de SP. De plus, AC133 présente l'avantage de ne réagir
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qu'avec deux types de populations cellulaires; une population hématopoiétique

immature et une population progénitrice engagée à la lignée granulomonocytaire.

Étonnemment, bien que les progéniteurs CD34 ghtAC133 aient un potentiel de

repopulation hématoipoiétique in vivo, la majorité de la population de CFU-GEMM

(population de progéniteurs immatures) est présente dans la fraction

CD34dunAC133-. De plus, les cellules CD34dml seules sont en mesure de reconstituer
des souris irradiées suggérant alors que la «vraie» cellule souche pourrait être CD34

ou CD34dim . Il n'en demeure pas moins que CD34 et AC133 restent des marqueurs
efficaces d'identification de cellules capables de soutenir la reconstitution

hématopoiétique à long terme.

La transplantation de cellules de sang de cordon non fractionnées, de cellules

CD34+ purifiées, et de cellules immatures CD34+CD38- dans les souris SCID à

macrophages depletes, a conduit à la production des lymphocytes B, monocytes,

granulocytes, cellules érythroides, cellules NK, plaquettes, cellules CD34 ' ainsi que

CD34+CD38-.18 Ainsi, les cellules immatures CD34 CD38- de sang de cordon

peuvent survivre et proliférer lorsque transplantées dans des souris

immunodéficientes. Par contre, les souris injectées avec des greffons CD34'CD38

produisent 10 fois moins de cellules CD34 en absence du sous-type CD34 CD38

que les souris transplantées avec un nombre équivalent de cellules non fractionnées

ou purifiées en CD34.18 Ceci suggère alors que le niveau d'expansion de la sous-

famille CD34 CD38 dans la MO de la souris chimère dépend de cellules accessoires

présentes dans la fraction CD34 CD38 . Les cellules accessoires incluses dans la

famille des cellules CD34 ' produisent certains facteurs nécessaires au maintien et à

l'expansion de populations cellulaires immatures in vivo. En effet, les cellules CD34

et leurs progéniteurs immédiats du sang de cordon produisent les facteurs de

croissance EL-3, G-CSF, GM-CSF qui stimulent la fonnation de colonies m vitro de

façon autocrine ou paracrine.19 De plus, le cocktail composé d'Epo, SCF, IL-3 et
GM-CSF, injecté à des souris NOD/SCID, permet également de supporter l'expansion

J
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n et le maintien de cellules humaines transplantées à ces souris 10 semaines et plus

après la transplantation.'8

J

Malgré ces caractérisations physiques et fonctionelles des cellules souches

hématopoiétiques, leurs mécanismes moléculaires sont encore peu connus. D'ailleurs,

une étude récente a été menée afin de déterminer le profil génétique des cellules

souches hématopoiétiques et ainsi, mieux comprendre les mécanismes de contrôle qui

les régissent.20 La soustraction d'ADNc de cellules souches, provenant de foie fœtal

murin, révèle l'expression d'une pléthore de molécules très certainement impliquées

dans le contrôle de croissance et de différenciation des cellules souches

hématopoiétiques. Notons l'expression de facteurs de transcription de molécules de

surface (Flt3 et CD34 notamment) de molécules sécrétées ainsi que de molécules de

signalisation. Les molécules auxquelles répondent les CSH sont nombreuses; les

cytokines en constituent la majeure partie.

1.2 Les cytokines et leurs récepteurs

Le destin des cellules souches hématopoiétiques (CSH) dépend de leur

interaction avec des cellules accessoires présentes dans le microenvironnement

médullaire, de la présence ou la concentration de cytokines spécifiques, de

l'expression de récepteurs de surface, et de l'intégrité de leurs voies de signalisation

intracellulaire. Les cytokines constituent ainsi une pierre angulaire dans le contrôle

de prolifération et de survie cellidaires au cours du processus hématopoiétique. De
plus, les progéniteurs hématopoiétiques et les cytokines peuvent se lier de façon

spécifique à des ligands présents à la surface de cellules et à la matrice extracellulaire

de la MO permettant ainsi la colocalisation des progéniteurs avec un ensemble de

cytokines spécifiques.22123

Le contrôle du processus hématopoiétique s'effectue par des facteurs

impliqués dans l'activation des progéniteurs en dormance (SCF, PL),24'2 la
proliferation de progéniteurs précoces (IL-3, GM-CSF, Tpo),26'29 non spécifiques à

une lignée particulière et agissant aux étapes intermédiaires de l'hématopoièse (IL-6,

IL-11, IL-12) ou spécifiques à une lignée et agissant tardivement dans
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l'hématopoièse (IL-5).31 Il faut également considérer que plusieurs de ces facteurs

n'agissent pas nécessairement à une seule étape de l'hématopoièse. C'est notamment

le cas du G-CSF qui agit tant sur les cellules matures que sur les progéniteurs

précoces.
1,21

Les cytokines représentent un ensemble de médiateurs majoritairement

solubles qui assurent la communication intercellulaire leur permettant d'agir sur la

proliferation, la différenciation et les activités fonctionnelles de l'immunité,

l'hématopoièse et l'inflammation. Les cytokines sont des protéines, le plus souvent

glycosylées, qui exercent des effets pléiotropiques en se liant à des récepteurs

spécifiques solubles ou situés à la surface de cellules. Les cytokines comprennent les

interieukines,, les lymphokines, les interférons, les facteurs stimulant les colonies

(CSF), les facteurs de nécrose de tumeurs (TNF a et ç>), les facteurs transfonnants de

croissance (TGF a et (3), les facteurs de croissance de divers types cellulaires et les

chimiokines. Ces cytokines se lient à leurs récepteurs spécifiques.

Les cytokines sont également composées de facteurs de croissance

hématopoiétique. Ces facteurs comprennent c-kit ligand (ou Stem Cell Factor ou

Steel Factor), macrophage-colony stimulating factor (M-CSF) et flk2/flt3 ligand et se

lient à leurs récepteurs correspondants soit c-kit, c-fms, Flt3 faisant partie de la

famille des récepteurs tyrosine kinase de type III (Figure 2). Par leur structure, ces

récepteurs font partie de la superfamille des immunoglobulines. Ils sont constitués

d'un domaine extracellulaire avec cinq motifs Ig, un court domaine transmembranaire

et un domaine cytoplasmique avec activité tyrosine kinase. Le domaine kinase

cytoplasmique est interrompu dans sa séquence par une région de liaison d'ATP et

une de phosphotransférase.

J
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n Figure 2. Famille des récepteurs de cytokines.

Chaque type de récepteur est décrit dans le texte.

Adapté de Science, vol. 268, p.252.1995.

Type I Type II Type III Type IV

f ~\

I

l=>Bid
t=^B2CJ

: Domaine «FibronectinetypeIII-like»

: Domaine riche en Cystéine
: Résidu conservé de Cystéine

: Domaine «Ig-like»

: Motif WS

Bl : Boîte l

B2 : Boîte 2

0

J



13

n

J

La plupart des récepteurs de cytokines sont des glycoprotéines membranaires

de type I, contenant un seul domaine transmembranaire dont l'extrémité NH2

terminale est située à l'extérieur de la membrane plasmique. De plus, ces récepteurs

se présentent comme des complexes oligomériques de 2 à 4 chaînes semblables ou

non; ils peuvent être divisés en 4 sous-types selon les motifs structuraux

caractéristiques de leur domaine extracellulaire de liaison au ligand.

La superfamille des récepteurs de cytokines comprend, entre autres, les

récepteurs d'IL-2 à EL-7,32-35 IL-9,36 IL-11,37 IL-12,38 GM-CSF, G-CSF,39
Erythropoiétine (Epo),40 Thrombopoiétine (Tpo).41 Les membres de cette
superfamille possèdent une région extracellulairc caractéristique, la «cytokine

receptor homologous region» ou CRH de 4 cystéines conservées et un motif WSXWS

(W: tryptophane. S: serine, X; acide aminé non conservé).

Les récepteurs de cytokines de type l sont caractérisés par plusieurs domaines

similaires au domaine de fîbronectine type III qui contiennent des portions

conservées de cystéine ainsi qu'une séquence conservée WSXWS. Il peut également

y avoir un domaine semblable à celui des immunoglobulines à l'extrémité NH;. Du

côté intracellulaire, deux motifs conservés dans la région proximale à la membrane

sont retrouvés dans ces récepteurs de type l .42 Panni ces récepteurs, notons, IL-2Rpc

et ye, IL-3Ra et pc, IL-4Ra, IL-5Ra, GM-CSFRa, IL-7Ra, IL-9Ra, EpoR, IL-6Ra

et |3 (gpl30), IL-12RP et G-CSFR.

Les récepteurs de cytokines de type II sont caractérisés par un domaine

similaire à celui de la fîbronectine type III contenant des cystéines conservées. Ce

type de récepteurs comprend les récepteurs d'IFN et l'IL-lOR.

Les récepteurs de cytokines de type ïîl sont des protéines transmembranaires

comprenant 2 sous-unités identiques. Leur domaine extracellulaire est caractérisé par

3 à 6 domaines riches en cystéine avec des domaines cytoplasmiques intracellulaires

plus variables que les extracellulaires. Cette famille de récepteurs comprend les

TNFR de types l et II, NGFR (CD30), Pas (Apo-1) (CD95) et CD40.
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Les récepteurs de cytokines de type P/ contiennent 3 domaines semblables à

ceux des immunoglobulines; ces domaines sont homologues aux régions constantes

d'Ig et du TCR quant aux longueurs des séquences; mais possèdent des paù-ons de

sequence ressemblant au domaine variable en branches p E et F. L'IL-IR de type l et

II fait partie de ce type de récepteur.

Bien que la majorité des récepteurs de cytokines soient présents sous forme

membranaire, certains d'entre eux sont également sécrétés sous forme soluble. Ces

formes de récepteurs sont produites par clivage protéolytique d'un récepteur

membranaire exprimé ou par épissage alternatif d'un ARNm codant directement pour

le récepteur soluble. On constate que la fonne soluble du récepteur du SCF, c-kit, est

produite par les deux mécanismes, ci-haut mentionnés.43'44 Les récepteurs solubles

de cytokines modifient l'ampleur des signaux transmis par leurs fonnes membranaires

correspondantes.

La liaison des cytokines à leur récepteur spécifique induit l'agrégation ou

oligomérisation du récepteur, son activation et la transmission de signaux

intracellulaires. La dimérisation ou l'oligomérisation des récepteurs de cytokines

induite par la liaison de la cytokine est une étape commune aux membres de la

superfamille des récepteurs de cytokines.45(Figure 3)

L'étape de dimérisation ou d'oligomérisation, commune à tous les récepteurs

de cytokines, est suivie par des mécanismes de transmission de signaux plus

spécifiques à différentes catégories de récepteurs. Les PTKs de la famille Src

étaient les premiers médiateurs de transmission de signaux précoces par

phosphorylation de tyrosine à partir de récepteurs de cytokines. Les tyrosine kinases

Fes, Lck, Hck, Lyn, Fyn et Syk sont toutes activées ou phosphorylées en réponse à

des cytokines.4 Dans le système IL-2R, il a été démontré que plusieurs des réponses

d'IL-2, telle que la fonction mitogénique, ne nécessitent pas les membres de la famille

Src.48 C'est ainsi que les motifs conservés des boîtes l et 2 ont été proposés comme

intermédiaires dans la transmission de signaux, à partir de récepteurs de cytokines.
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La découverte de l'implication de ces boîtes intermédiaires dans la

transmission de signaux a précédé ime multitude d'études démontrant que les

membres activés de la superfamille des récepteurs induisent la phosphorylation et

l'activation d'un ou de plusieurs membres de la famille Janus kinase (JAK).4 (Figure
3) La famille JAK est composée de 4 membres soit JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2.50
La plupart des études ont été effectuées par l'analyse des signaux transmis par les

récepteurs d'IFN a, p et y en particulier. Selon des expériences de complémentation

génétique dans des lignées mutantes pour l'IFN, la transmission de signaux anormale

peut être rétablie par la transfection d'ADN génomique codant pour des membres

spécifiques de la famille JAK.

J
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Figure 3. Activation de la voie Jak/Stat par les récepteurs de cytokines
et son contrôle par les membres de la famille CIS et les
phosphatases de tyrosine.

Tiré de Blood, vol. 95, no. 1, p.21. 2000.
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L'association des JAKs aux récepteurs peut adopter différents types de patrons

selon la structure du récepteur. En effet, la transmission de signaux intracellulaires

dépend de 3 caractéristiques essentielles des récepteurs. Tout d'abord, l'extrémité C

terminale des récepteurs ne possède aucun motif indiquant une activité catalytique de

protéine tyrosine kinase (PTK), le pilier de plusieurs récepteurs de facteurs de

croissance.52 Deux motifs conservés et proximaux à la membrane sont plutôt
présents chez certains récepteurs (boîte l et boîte 2). Ensuite, plusieiu-s récepteurs
de cytokines possèdent plus que 2 sous-unités. Finalement, différents complexes de

récepteurs de cytokines peuvent partager une même sous-unité. Par exemple, IL-2R

est constitué de 3 sous-unités, a, P et y54 où IL-2RR est également une sous-unité

d'IL-15R et IL-2Ry est une des sous-unités d'IL-4R, IL-7R et IL-9R.55

Ces paramètres prouvent donc que la transmission de signal par la majorité

des récepteurs de cytokines dépend vraiment des associations physiques et

fonctionnelles entre les domaines cytoplasmiques des récepteurs et des membres

spécifiques des membres de la famille JAK. De manière particulière, les boîtes l et 2

des récepteurs semblent être des sites essentiels à la liaison et l'activation des JAKs.

Chaque récepteur s'associe spécifiquement à un ou plusieurs membres de la

famille JAK selon la structure du récepteur. Les récepteurs de cytokines à une

branche tels que EPOR, TPOR, GHR et PRLR, se lient surtout à Jak2 et parfois à

Jakl, par leur domaine conservé proximal à la membrane.57'58 La dimérisation des
récepteurs induit l'agrégation de Jak2, permettant la transphosphorylation d'un site

spécifique de la kinase. Jak2 ainsi activé peut s'autophosphoryler, phosphoryler le

récepteur et induire le recrutement de substrats cellulaires au site du complexe de

récepteur. Ceci a été prouvé par des études où l'agrégation constante du récepteur

conduit à une activation constitutive de Jak2.

Le deuxième patron d'association des JAKs est caractéristique de la famille

des récepteurs d'IL-3. La famille des H.-3R comprend les récepteurs d'IL-3, IL-5 et

GM-CSF caractérisés par deiix sous-unités, a et P où la première est spécifique à

chaque ligand et la seconde est coirumune aux trois récepteurs ((3c).60 Le récepteur du
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GM-CSF est présent à la surface de la majorité des progéniteurs myéloïdes et des

cellules plus matures telles que les monocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les

basophiles et les cellules dendritiques. Des études de mutation et de stmcture ont

suggéré que le complexe actif de récepteur serait formé, suite à la dimérisation de

deux complexes de haute affinité, dans un rapport 1:1:1 de GM-CSF:GMRa:Pc afin

de constituer un récepteur activé fonné d'un complexe 2:2:2.61'62(Figure 4) L'IL-3R

est observé à la surface des cellules progénitrices hématopoiétiques précoces et de

certains progéniteurs myéloïdes engagés. Il s'ensuit que GM-CSF et IL-3 peuvent

stimuler la prolifération des cellules myélomonocytaires immatures et induire la

différenciation des populations de granulocytes et de macrophages. Dans cette

famille de récepteurs, l'activation de Jakl est essentielle à la transmission de signaux

et dépend de la présence de Jak2 ou Tyk2.63(Figure 5) Quant à G-CSFR, des études
de transfection dans divers modèles cellulaires indiquent qu'une fois activé, ce

récepteur se lie aux kinases spécifiques Jakl, Jak2 et Tyk2.64

Ces études indiquent alors que, dans tous les cas, la fonction première du

ligand est d'induire l'agrégation de son récepteur accompagnée de l'agrégation homo-

ou hétérotypique des JAKs. Il semble également que Jak2 soit en mesure d'agir seul

tandis que les autres membres aient besoin d'etre associés les uns aux autres pour une

transactivation optimale.65 En effet, des études de deletions ou mutations affectant la
famille JAK directement ou indirectement conduisent à l'immunodéfîcience murine et

humaine.

J
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n Figure 4. Modèle d'activation du récepteur de GM-CSF, IL-3 ou IL-5.

Le modèle est décrit dans le texte.

Tiré de Stem Cells, vol. 16, p.303. 1998.
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n Figure 5. Modèle des voies de signalisation stimulées par la liaison de
GM-CSF, IL-3 ou IL-5.
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plusieurs cascades de signaux: A) voie JAK/STAT et B) voie Ras/MAP
kinase et voie PI 3-kinase. La phosphorylation de tyrosines sur bC (P)
permet le recrutement et l'activation d'une multitude de protéines avec
domaines SH2.
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En plus de la voie de signalisation par JAK, initiée par l'intéraction entre les

cytokines et leurs récepteurs, la voie Ras peut également être induite par plusieurs

facteurs de croissance hématoipoiétiques tels que IL-2, IL-3, GM-CSF, SCF et

Epo. Cette voie intermédiaire implique la conversion de Ras-GDP à sa forme

active, Ras-GTP et nécessite l'action de plusieurs protéines de signalisation

intracellulaires. Les protéines adaptrices Grb2 et She semblent être impliquées dans

le processus. Plus particulièrement, l'autophosphorylation du domaine cytoplasmique

du récepteur, suite à la liaison avec son ligand, crée un site pouvant loger le domaine

SH2 de la protéine adaptrice Grb2. Le domaine SH3 de Grb2 se lie à la protéine SOS

(Son of Sevenless), le facteur d'échange de Ras guanine nucléotide.70 She, activée

par phosphorylation de tyrosine, sert de pont entre le complexe de récepteur activé

(domaine distal à la membrane) et la paire Grb2-SOS cytoplasmique. Cette

dernière est ensuite transloquée du cytoplasme à la membrane plasmique poiir

catalyser la conversion de Ras-GDP (inactif) à sa forme active, Ras-GTP.72

L'activation de Ras induit l'amplifîcation du signal par l'activation de la

sérine/thréonine kinase Raf-1, suivie de la phosphorylation de l'activateur de

tyrosine/thréonine MAP kinase, MEK (mitogen-activated/extracellular signal

regulated kinase), et celle des MAP (mitogen-activated protein) kinases. Les

MAPKs activées véhiculent le signal au noyau où des facteurs spécifiques induisent

la transcription immédiate de gènes précoces.

L'intéraction entre les voies de signalisation JAK et Ras peut s'effectuer par

un membre de la famille Src qui se lierait, à l'extrémité distale, à la membrane de la

portion cytoplasmique du récepteur de cytokine.74'75

En plus des voies de signalisation impliquant JAK et Ras, les cytokines

peuvent également agir directement sur le contrôle des gènes, par l'intennédiaire de la

famille de facteurs de transcription STATs (signal transducers and activators of

transcription). Les STATs étant des protéines cytoplasmiques qui possèdent des

domaines SH2, SH3 et une portion intermédiaire pouvant se lier à l'ADN. La

stimulation des récepteurs de cytokines induit rapidement la phosphorylation de

tyrosine d'une ou de plusieurs STATs, suivie de l'homo- ou l'hétérodimérisation des
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STATs via les domaines SH2. Ceci conduit à la translocation nucléaire du complexe

STAT et à sa liaison à l'AND.77 La famille des STATs comprend 6 membres, STAT1
à STAT6. Les différences de mécanismes de transduction de signaux induits par

les recepteiys de cytokines peuvent provenir des protéines STATs. En effet, les types

de STATs phosphorylés et activés par chaque cytokine dépendent de leur présence

dans la cellule cible et de leur affinité avec les complexes activés récepteur-JAK. De

plus, les différents récepteurs de cytokines peuvent être différenciés par les types de

JAK recmtés, les types de STATs activés et donc, le contrôle d'expression de gènes

spécifiques.

Les voies de signalisation, ci-haut décrites, permettent aux différentes

cytokines d'exercer leurs actions spécifiques sur des populations cellulaires cibles.

Nous décrirons brièvement les effets cellulaires de FL, IL-3, GM-CSF et G-CSF.

Le PL agit seul dans le maintien des CSP in vitro et agit de concert avec des

cytokines précoces (IL-3, Tpo, SCF) dans la promotion de croissance des CSP

primitives, en les recrutant de leur état quiescent vers leur entrée active en cycle.81'83

En plus de ses effets in vitro, PL exerce aussi des effets hématopoiétiques in vivo.

D'ailleurs, l'injection m vivo de PL induit une augmentation des globules blancs, des

CFU-GM, BFU-E et CFU-GEMM.84'85 FL agit aussi en synergie avec G-CSF et

GM-CSF pour augmenter le potentiel de mobilisation de ces derniers. Finalement,

PL agit de concert avec des cytokines actives à divers stades de l'hématopoièse et

induit l'expansion des progéniteurs myéloïdes tout en maintenant ou en augmentant le

nombre de cellules souches.

L'IL-3 et le GM-CSF, utilisés seuls ou en combinaison in vivo, induisent la

stimulation de croissance myélopoiétique et thrombopoiétique. La protéine de

fusion de ces deux cytokines, Pixykine321 (P), stimule la prolifération des

progéniteurs myéloïdes et mégakaryocytaires, tout en induisant la production de

neutrophiles et de plaquettes chez les primates. D'ailleurs, l'injection in vivo de P
lors d'un essai clinique de Phase I, a induit une réduction de la période de neutropénie

après chimiothérapie (hautes doses de carboplatine).89 La combinaison de P à FL

parvient à augmenter les nombres cellulaires de près de cinq fois au niveau des
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cellules totales et des CFU-GM immatures après 7 jours de culture de cellules

CD34 CD38-.24 Par ailleurs, lorsque P est combiné à FL et Epo, il induit aussi

l'expansion des cellules nucléées totales (env. 4x), des CFU-GM, des LTC-IC et des

cellules immah.ires CD34 Lin- en 12 jours de culture. Quand la protéine de fusion

agit en synergie avec FL et SCF, une expansion variant de 5 à 10 fois est observée au

niveau des cellules totales, des progéniteurs multipotentiels et engagés; les LTC-IC

sont amplifiées de 17 fois au terme des 12 jours de culture.'91

J

Le G-CSF a particulièrement été utilisé in vivo pour réduire la neutropénie après

chimiothérapie et pour mobiliser des nombres accms de progéniteiirs à la périphérie.

Cette cytokine compte des cibles cellulaires tout au long de la voie de maturation

granulocytaire, du stade de CFU-GM à celui des neutrophiles.

L'exploration de l'effet de la grande famille des cytokines ne s'est pas arrêtée aux

cytokines déjà décrites. Les effets directs de cytokines additionnelles ont été

démontrés. Une étude récente effectuée avec des cellules CD34 de sang de cordon

a démontré que la simple combinaison de deux facteurs de croissance (FL et Tpo)

peut induire l'expansion et le maintien de progéniteurs hématopoiétiques immatures et

plus matures pendant près de 6 mois en culture liquide sans stroma.94 La

combinaison des 3 facteurs SCF, IL-6 et Epo, sans stroma, parvient également à

maintenir ces cellules à fort potentiel de reconstitution hématopoiétique à long

terme.

Par contre, bien que ces résultats prouvent qu'il soit possible d'expandre des

cellules à potentiel clonogénique ex vivo, certaines études ont démontré que les

cellules progénitrices perdent presque complètement leur potentiel de reconstitution

hématopoiétique, après expansion suite à leur réinfusion. L'expansion en culture

liquide de cellules CD34 ' mobilisées, en présence de combinaisons de cytokines (IL-

3, SCF, IL-6, FL et Tpo) et de l'anticorps spécifique au facteur inhibiteur TGF(31

mène à une expansion des cellules souches et progénitrices (CAFCs après 6

semaines). Toutefois, la qualité de ces dernières (LTC-CFC après 6 semaines)

diminue considérablement au cours de l'expansion. Par contre, cette diminution est
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palliée par le contact avec des cellules stromales telles que celles de la lignée FBMD-

l.97 Dans ce système, les cellules FBMD-1 produisent le facteur inhibiteur de

proliferation des cellules souches TGFpl; mais l'ajout d'un anticoqîs neutralisant et

de divers facteurs de croissance pourrait éliminer le blocage de prolifération observé

lors du contact stromal.98

En somme, bien que les cytokines ne constituent qu'une seule famille, il est

clair qu'elles exercent des actions très diverses par l'entremise de leurs récepteurs

spécifiques. Leurs systèmes de transduction de signaux impressionnent par leurs

différents mécanismes d'action. Aussi, faut-il rappeler que nous ne sommes qu'à

l'orée de la compréhension de ces mécanismes. Cette complexité du système

hématopoiétique normal laisse entrevoir la possibilité que toute perturbation par des

agents intrinsèques ou extrinsèques au système peut conduire à un déséquilibre

hématopoiétique. C'est le cas, entre autres, de la leucémie myéloïde chronique ou

LMC décrite ci-après.

1.3 Leucémie myéloïde chronique

La leucémie myéloïde chronique (LMC) est une maladie provenant de

l'expansion clonale d'une cellule souche hématopoiétique pluripotentielle pouvant

être identifiée par la présence du chromosome de Philadelphie (Ph). Ce chromosome

est caractérisé par la présence du gène de fusion bcr-abl provenant de la translocation

réciproque entre les bras longs du chromosome 22 (bcr) et du chromosome 9 (abl)

(Figure 6). Cette translocation t(9;22) génère, entre autres, la protéine de fusion

p210BCR-ABL présente chez près de 95% des patients atteints de LMC. De plus, la
p210BCR-ABL serait la cause de la maladie puisqu'elle est en mesure d'induire la LMC
dans des modèles murins.99

J
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Figure 6. Sites de bris des gènes ABL et BCR, et structure des ARNm
chimères dérivés de ces bris.

Tiré de N Engl J Med, vol. 341, no. 3, p.166.1999.
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-^ Figure 7. Voies de signalisation activées dans les cellules bcr-abl
positives.

Tiré de Blood, vol. 96, no. 10, p.3343. 2000.
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Au cours de la LMC, le nombre de CFCs (colony-forming cells) des lignées

myéloïdes et mégakaryocytaires augmente dans la mœlle osseuse (MO) et dans le

sang périphérique (SP) tandis que les cellules progénitrices immatures, évaluées par

culture à long terme, augmentent de façon exponentielle dans le SP, mais diminuent

en nombre dans la MO en comparaison aux individus normaux.
100

L'expansion clonale d'éléments de la lignée granulocytaire, en particulier au

cours de la LMC, est un phénomène encore sous observation. Différentes méthodes

sont utilisées pour élucider les mécanismes de progression de la maladie. La

cinétique de production de progéniteurs granulocytaires et monocytaires (CFU-GM)

peut être évaluée par l'essai «delta» dont les résultats ont indiqué que l'expansion

myéloïde en LMC est attribuable à une augmentation du nombre de cellules

hématopoiétiques primitives plutôt qu'à une expansion des cellules en prolifération

plus matures. '101

J

Cette expansion a été démontrée par plusieurs modèles cellulaires. Parmi ces

modèles, notons tout d'abord, le très récent développement de la lignée cellulaire KT-

l.102 Cette lignée KT-1, dérivée du sang périphérique d'un patient en crise blastique

de LMC, possède les caractéristiques phénotypiques et morphologiques de la lignée

myéloïde. Les cellules leucémiques initiales ont été positives pour le CD33

(marqueur myéloïde) à 89.4% et les ceUules KT-1, à 69.2%. De plus, les cellules

KT-1 présentent une morphologie indifférenciée avec un haut rapport

noyau/cytoplasme sans granules cytoplasmiques et avec des réactions positives pour

la myéloperoxydase intracellulaire. Ainsi, les cellules ayant le potentiel de maintenir

le phénotype leucémique à long terme (18 mois) présentent majoritairement des

caractéristiques myéloïdes, preuve de l'expansion clonale d'éléments de la lignée

granulocytaire.

En plus des lignées cellulaires exprimant constitutivement bcr-abl, certaines

lignées ont également été transformées avec l'ADNc du gène de fusion. Parmi ces

lignées cellulaires, notons les lignées myéloïdes telles que la lignée mégakaryocytaire
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humaine Mo7E, la lignée murine 32D ainsi que des lignées lymphoïdes telles que les

cellules murines pro-B Ba/F3.

Dans le modèle des cellules mégakaryocytaires Mo7E, la protéine p210bcr-abl

induit la sécrétion de GM-CSF (granulocyte-macrophage colony stimulating factor)

et une autonomie de croissance par un mécanisme autocrin.103 La transformation de
cette lignée avec un vecteur exprimant çî\Qbcr-abl conduit à la croissance massive

de cellules devenues indépendantes aux facteurs de croissance. Suite à la

transfection, de hauts niveaux d'activité de la protéine p210 sont décèles dans les

clones de cellules indépendantes aux facteurs de croissance répondant tout de même

aux facteurs de croissance exogènes. Ces cellules clonales sécrètent également du

GM-CSF qui, si neutralisé par des anticorps neutralisants, conduit à l'inhibition de

proliferation de 60% à 90% des clones sensibles aux facteurs.

La protéine 1pî\Qbcr-abl induit une indépendance aux facteurs de croissance

par son interaction avec le récepteur tyrosine kinase c-kit dans la sous-lignée

myéîoïde Mo7p210, tandis que dans des lignées de cellules B transformées par

EBV et dérivées de patients atteints de LMC, les transcrits de bcr-abl disparaissent

avec le temps en ciilture. Ceci semble indiquer que la présence du gène chimère

bcr-abl ne confère pas d'avantage de survie aux cultures lymphoïdes contrairement

aux cellules myéloïdes.

Dans les cellules Mo7p210 (exprimant constitutivement c-kit), le ligand de c-

kit ne semble pas être produit de façon autocrine puisque la préincubation des cellules

Mo7p210, avec un anticorps monoclonal bloquant le site de liaison de SF sur c-kit,

n'affecte pas la croissance des cellules ti-ansfectées. L'activité Abl kinase est

nécessaire à l'activation de c-kit puisque des essais de complexes immuns de kinase

ont indiqué que l'activité kinase de c-kit est signifîcativement plus élevée dans les

cellules Mo7p210 que dans les cellules parentales Mo7. Cette activation de c-kit

semble être effectuée par la fonnation du complexe intracellulaire c-ïdt/p2ï0bcr-abl;

^î\Qbcr-abl active c-kit dans les cellules Mo7p210 par un mécanisme dépendant de

l'Abl kinase.

l
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La lignée myéloïde 32D cl3(G) dépendante d'IL-3 est un modèle cellulaire qui

démontre bien l'expansion clonale caractéristique de la LMC. L'introduction du gène

bcr-abl dans cette lignée cellulaire a permis d'évaluer l'effet de la p2ï0bcr-abl sur les

cellules myéloïdes de LMC.106"108

L'expression de p2l0bcr-abl peut substituer la fonction d'IL-3 à cause de

l'activation constitutive de protéines impliquées dans la transduction de signal initiée

par l'IL-3. En effet, l'expression de p2ï0bcr-abl dans les cellules 32D cl3(G) induit

l'élimination de dépendance à l'IL-3 de façon non-autocrine ainsi que l'expression de

marqueurs des macrophages/monocytes dès les premières générations cellulaires en

culture.106 De plus, IL-3 et p2ï0bcr-abl induisent toutes deux la phosphorylation des

4 mêmes protéines cytoplasmiques. Par ailleurs, l'introduction d'une p2ï0bcr-abl

mutante, devenue sensible à la température pour l'activité tyrosine kinase de v-src

dans les cellules 32Dcl3, indique qu'à la température permissive, les cibles de

p2ï0bcr-abl sont particulièrement phosphorylées.109 La protéine de signalisation

RasGAP et ses protéines associées pl 90 et p62 sont spécifiquement phosphorylées

dans ce processus. Il est donc suggéré qu'elles sont impliquées dans la transmission

du signal conduisant à la prolifération exti-aordinaire des cellules transfectées.

En plus des substrats mentionnés ci-haut, il a été démontré, dans les lignées

32D et 32Dp210, que les intermédiaires de signaux Src sont impliqués dans la

transmission de signaux dans les cellules myéloïdes qui produisent im effet sur la

proliferation cellulaire.110 Deux kinases de la famille Src, p53/561yn et p59hck
présentent des niveaux d'activité phosphokinase significativement plus élevés dans

les cellules transfectées 32Dp210 que dans la lignée parentale 32D. Des expériences

de co-immunoprécipitation avec les anticorps anti-Lyn, anti-Hck et anti-abl indiquent

que la protéine p2ÏObcr-abl est associée aux protéines p53/561yn et p59hck.

Finalement, l'expression de p2ï0bcr-abl peut éliminer la transduction de

signal apoptotique; ceci pourrait contribuer au développement de l'hyperplasie

myéloïde, caractéristique de la phase chronique de la LMC. En effet, lorsque la

lignée murine myéloïde, 32Dcl3(0), dépendante de l'IL-3 et un sous-clone (LG7)

indépendant à IL-3 par transduction de bcr-abl sont mis en présence d'IL-3 et
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d'inhibiteurs de tyrosine kinase, les courbes de dose-prolifération cellulaire sont

semblables enù-e la lignée parentale et son sous-clone.10 Par contre, après 24 heures,
la majorité des inhibiteurs de tyrosine kinase induisent l'apparition de l'échelle d'ADN

nucléosomal de 200 paires de bases, caractéristique de l'apoptose dans les cellules

parentales 32D cl3(0) ' IL-3. Ces effets, semblables à ceux produits par le retrait

d'IL-3, ne sont pas observés dans les cellules LG7, également en arrêt de croissance

où une nécrose (fragmentation d'ADN) apparaît plutôt.

Les expériences effectuées dans les modèles cellulaires indiquent la

complexité des mécanismes régulatoires impliqués dans le développement et la

progression de la LMC. Ces mécanismes altérés chez les patients atteints de LMC

peuvent conférer un avantage compétitif aux précurseurs de cellules myéloïdes par

rapport aux précurseurs normaux.

Les précurseurs de cellules myéloïdes présentent certaines caractéristiques

pouvant expliquer les mécanismes régulatoires qui leur confèrent un avantage

compétitif par rapport aux précurseurs normaux. Dans l'hématopoièse normale, la

coordination enti'e les interactions cytokines/récepteurs des cytokines et les

interactions adhésives mène au développement du système hématopoiétique par la

survie, la prolifération, rengagement à une lignée spécifique, et la différenciation des

cellules souches et progénitrices hématopoiétiques. Par contre, dans les cas de LMC,

l'hématopoièse déréglée mène à l'expansion anormale du clone tumoral. Comme

dans toute situation physiologique, cette expansion accrue est due à une augmentation

de prolifération cellulaire avec ou sans diminution de mort cellulaire.

La capacité de prolifération accme des cellules bcr-abl' est due au potentiel

mitogénique de ce gène de fusion car, dans les modèles cellulaires, les lignées,

dépendantes des facteurs de croissance et transfectées avec des vecteiu-s contenant

bcr-abl, deviennent indépendantes aux facteurs de croissance et prolifèrent de façon

incontrôlée.103 Les mécanismes régulatoires régissant ce potentiel de bcr-abl ont été
analyses par l'introduction de formes dominantes negatives de certains gènes, par

J
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à bcr-abl ou à un de ses gènes cibles.

Tout d'abord, l'introduction d'une forme dominante négative de Ras ou de

Myc dans des cellules exprimant bcr-abl inhibe le potentiel de transformation de bcr-

ablnl En effet, plusieurs domaines de la protéine de fusion p2l0bcr-abl, tels que le

domaine tyrosine kinase SH1 (d'abl), le domaine SH2 (d'abl) et la tyrosine 177 (de

bcr) intéragissent avec la voie de signalisation Ras/Raf pour transformer des cellules

dépendantes aux facteurs de croissance en cellules indépendantes (Figure 7, p.26).112
C'est ainsi que l'introduction de formes dominantes négatives de Ras ou de Myc, un

des gènes dont l'expression est augmentée par Ras activé, inhibe le potentiel de

transformation de cellules exprimant pourtant p2l0bcr-abl. L'effet de Myc dans

l'activité mitogénique de bcr-abl est également observé dans des études de

complémentation génétique où l'indépendance aux facteurs de croissance peut être

rétablie par surexpression de Myc.1 Enfin, l'incubation de cellules bcr-abl avec

des oligonucléotides anti-sens spécifiques à l'ARNm de Ras ou Raf élimine

l'indépendance aux facteurs de croissance induite par bcr-abl.114

J

De plus, puisque la p2ï0bcr-abl des cellules transfectées avec bcr-abl ou des

cellules blastiques de LMC stimule la synthèse de GM-CSF et IL-3,1 '1 des essais

ELISA ont été faits avec les surnageants de cellules CD34' prélevées de patients

atteints de LMC ou d'individus normaux, et privées de facteurs de croissance pendant

3 jours, afin d'explorer la possibilité d'une production autocrine de facteurs de

croissance dans les cellules de LMC contrairement aux cellules normales Des

niveaux comparables des cytokines TNFa, IL-1 a, IL-IRA, IL-6 et IL-3 ont été

observes dans les surnageants des cellules de LMC et des cellules normales. Par

contre, GM-CSF n'a été produit que dans le surnageant des cellules de LMC, ce qui

confirme en partie les observations mentionnées ci-haut, puisque l'LL-3 ne semble pas

être produite par les cellules primaires de LMC. Ces résultats concordent avec

l'étude où une forme mutante de bcr-abl (sans le domaine SH2 mais avec l'activité

tyrosine kinase), a été en mesure d'induire l'indépendance aux facteurs de croissance

en l'absence d'induction de synthèse de facteurs de croissance par ces cellules.1
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Ensuite, le potentiel mitogénique de bcr-abl peut être expliqué par une perte

de contrôle du cycle cellulaire puisque, entre autres, bcr-abl peut activer les

complexes cycline-D impliqués dans le passage de la phase Gl à la phase S du cycle

cellulaire.118 La même situation semble prévaloir in vivo parce que, contrairement

aux précurseurs normaux, les précurseurs myéloïdes CD34 de patients en phase

chronique ainsi que les cellules plus différenciées CD34- continuent à entrer en phase

S du cycle cellulaire, après le retrait de facteurs de croissance.117 Cette anomalie des
précurseurs immatures dans les échantillons de LMC avait déjà été observée dans des

cultures sur stroma, avec de faibles quantités de facteurs de croissance.119 Des

cellules CD34 ' piirifîées du sang périphérique (SP) de patients en phase chronique et

d'individus normaux ont été mises en culture en présence de G-CSF et de SCF

pendant 48 heures." Après le retrait des facteurs de croissance, les analyses de cycle

cellulaire ont été faites par évaluation du contenu en ADN par marquage à l'iodure de

propidium parallèlement au marquage en CD34 pour distinguer les fractions CD34

des CD34-.

Ce potentiel mitogénique accru de bcr-abl conduisant à l'indépendance aiix

facteurs de croissance et à la prolifération cellulaire accrue est caractéristique des

lignées cellulaires, mais ne s'applique pas aux cellules primaires de LMC prélevées

de patients en phase chronique car, ces cellules dépendent des facteurs de croissance

et ne sont pas plus sensibles aux cytokines que leurs cellules normales

correspondantes.120'121 Pourtant, lorsqu'on les compare aux progéniteurs normaux
(chez les individus normaux), plus de progéniteurs leucémiques sont dans la phase

proliférative.119

L'analyse du contexte physiologique dans lequel évoluent les cellules de LMC

permettrait d'approfondir la recherche des mécanismes régulatoires contribuant à

conférer un avantage compétitif aux précurseurs leucémiques par rapport aux

nomiaux. Tel que mentionné plus haut,117 les cellules primaires de LMC ne
produisent pas des quantités accrues de facteurs de croissance susceptibles

d'expliquer le haut taux de prolifération de ces cellules. De plus, les facteurs

promoteurs de croissance (G-CSF, IL-6, SCF, GM-CSF, IL-1 P) et inhibiteurs de
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croissance (TGF-P, MIP-laet TNF-a) sont produits en quantités similaires par les

cellules du microenvironnement médullaire de LMC, en phase chronique que

normal.122'123 D'ailleurs, les LTC-IC normales croissent aussi bien dans des cultures

stromales sans contact, provenant de patients atteints de LMC que dans celles

d'individus nonnaux, ce qui prouve que la production de facteurs diffusibles

provenant des cellules stromales n'est pas modifiée dans les cas de LMC.

Finalement, puisque les interactions d'adhésion enta'e les cellules progénitrices

et les cellules du stroma pennettent de contrôler, entre autres, la croissance des

cellules progénitrices; la prolifération continue des progéniteurs de LMC conduisant à

leur expansion pourrait être expliquée par des interactions défecteuses avec leur

microenvironnement.124"126 D'ailleurs, la LMC est caractérisée par la circulation

périphérique prématurée de progéniteurs granulocytaires immatures et par une

hématopoièse extramédullaire surtout dans la rate.

Au cours de l'hématopoièse normale, l'intégrine pl en particulier semble être

importante dans les interactions entre les progéniteurs hématopoiétiques et les

éléments stromaux pour agir sur la prolifération et/ou la différenciation de ces

cellules progénitrices. ' ' ' Ensuite, selon des études récentes, il a été suggéré

que p2ï0bcr-abl intéragit avec plusieurs protéines du cytosquelette impliquées dans

les voies de signalisation qui incluent l'intégrine pl. Notons panni ces protéines, F-

actine, FAK, Crkl et paxilline.130'13 De plus, contrairement aux progéniteurs

normaux, les progéniteurs (CFC et LTC-IC) Ph ' de patients atteints de LMC en phase

chronique présentent une adhésion déficiente aux éléments du microenvironnement

tels que la fïbronectine.134'135 En effet, le contact direct entre les domaines de liaison

des intégrines pl à la fibronectine ou l'activation des intégrines par incubation avec

des anticorps bloquants anti-intégrine, n'inhibe pas la prolifération des progéniteurs

de LMC.126 Les progéniteurs de LMC diffèrent encore des progéniteurs normaux

quant à leur réaction moléculaire suite à leur incubation avec des anticorps anti-

intégrines. Ce traitement induit l'association latérale des intégrines à la surface des

J
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n cellules CD34 ' nonnales tandis que les intégrines à la surface des cellules CD34 ' de

LMC demeurent dispersées à la surface, sans former de site focal d'adhésion.136

J

Les intégrines de surface des progéniteurs de LMC sont présentes en quantités

normales à la surface des cellules de LMC, avec une structure normale, mais elles

sont fonctionnellement anormales. Les cellules CD34' de LMC expriment un

nombre normal d'intégrines pl à leur surface puisque le prétraitement de ces cellules

avec l'IFNa, puis leur culture avec la fîbronectine, mènent à la restauration de

l'adhésion dépendante de l'intégrine, de la signalisation inhibitrice de prolifération des

progéniteurs et de l'association latérale des intégrines à la surface cellulaire.125'137 En

plus des quantités normales de molécules d'intégrines pl à la surface des cellules de

LMC, ces dernières présentent des intégrines de structure normale puisque la

neutralisation de bcr-abl par la préincubation des progéniteurs leucémiques avec des

oligonucléotides spécifiques à bcr-abl ou avec des inhibiteurs de tyrosine kinase

spécifiques à la portion abl dans la protéine p2ï0bcr-abl mène à la restauration de

l'adhésion dépendante des intégrines.

Une fois activées avec des anticorps anti-intégrines par exemple, les intégrines

des cellules de LMC n'intéragissent plus normalement avec le cytosquelette, étape

primordiale à la transmission de signaiix inhibiteurs de prolifération des

progéniteurs.136'139 D'ailleurs, les protéines du cytosquelette associées à l'adhésion
focale (FAK, vinculine, taline et tensine) sont constitutivement phosphorylées dans

les lignées transfectées avec bcr-abl.133'140 Selon de récentes études, la fonction
normale des intégrines serait modifiée par la formation de complexes p2ï0bcr-

a6//protéines adaptrices Crkl et Cbl dans les cellules primaires de LMC1 qui se lient
à la paxilline et à la sous-unité régulatrice de la kinase PI-3.141 Finalement, la

protéine p60rc induit la prolifération indépendante de l'adhésion des fibroblastes en

phosphorylant le domaine intracellulaire des intégrines pl,142empêchant ainsi la

localisation des intégrines aux sites de contacts focaux.

Les modifications de molécules d'adhésion et de leurs récepteurs sont suivies

des modifications dans les signaux de mort cellulaire dans le contexte des LMC. En
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effet, il a été démontré que l'activité tyrosine kinase de bcr-abl protège les cellules

contre l'apoptose induite par divers stimuli tels que le retrait de cytokines du milieu

de culture, >144 par le contrôle d'expression du gène anti-apoptotique bcl-2. Les
progéniteurs de LMC, mis en culture et soumis à l'abolition d'activité de bcr-abl, par

incubation avec des oligos anti-sens bcr-ablu4 ou des inhibiteurs de tyrosine kinase,
deviennent sensibles à l'apoptose après retrait des facteiirs de croissance du milieu de

culture.

,+
La protection contre l'apoptose dans les cellules bcr-abl' peut également être

effectuée par l'entremise de la voie de signalisation Ras et du gène anti-apoptotique

bcl-2. Une étude sur la lignée cellulaire myéloïde 32Dcl3 exprimant la protéine bcr-

abî mutante pl85Abcr a démontré que l'expression exogène de Raf, l'effecteur de

Ras, a rétabli la résistance à l'apoptose induite par retrait de facteur de croissance.
L'expression de bcl-2 et de bcl-XL augmente rapidement, suite à l'activation de Ras et

l'homodimérisation finale de bcl-2, induit un signal anti-apoptotique via son

association intermédiaire avec Raf-1. Ainsi, une voie dépendante de bcr-abl

pourrait conduire à l'expression d'une forme active de Raf et promouvoir l'effet anti-

apoptotique de bcr-ablu6

En conclusion, la poursuite des expériences en vue de comprendre les

mécanismes régulatoires critiques altérés dans les cellules leucémiques de LMC nous

permettra de concevoir des modes de traitement dirigés vers, non seulement le gène

de fusion bcr-abl et sa protéine chimère mais également, vers les substrats cibles de

cette dernière. Ces optimisations de traitement de la LMC permettront d'obtenir des

résultats encore plus prometteurs dans le contexte clinique des transplantations

autologues en particulier.

J
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1.4 Manipulation et traitement ex vivo de cellules progénitrices

hématopoiétiques

La transplantation de cellules progénitrices autologues dépend de

l'administration de hautes doses de chimiothérapie accompagnée ou non de radiation

pour éliminer les cellules tumorales des patients. Ces fortes concentrations d'agents

toxiques détanisent simultanément les cellules normales et les tumorales. Ainsi, la

survie des patients dépend-elle de la capacité des cellules souches hématopoiétiques,

prélevées avant cette thérapie intensive, à reconstituer les fonctions hématologiques

et immunologiques.

Les stratégies conçues pour induire le mouvement de ces cellules souches vers

le sang périphérique (SP) ont augmenté l'accessibilité des cellules souches et diminué

la douleur et autres complications associées au prélèvement de mœlle osseuse (MO).

Cette extraordinaire percée, associée aux récentes découvertes sur la nature de la

cellule souche hématopoiétique, a déclenché un foisonnement du domaine de la

transplantation et, particulièrement, de la manipulation des cellules souches. Les

ameliorations importantes dans l'identification, la caractérisation et l'entreposage des

cellules progénitrices hématopoiétiques ont rendu les techniques conventionnelles de

prélèvement de cellules progénitrices presque désuètes.

Il devenait alors essentiel de produire des greffons de haute qualité, exempts

de contamination par des cellules tumorales et contenant suffisamment de cellules

progénitrices normales en mesure de reconstituer le système hématopoiétique de

l'hôte. Des populations cellulaires individuellement sélectionnées peuvent être

manipulées en vue de modifier leur prolifération, leur différenciation, ou autres

caractéristiques afin d'induire les rôles hématologiques ou immunologiques désirés.

Le traitement de cellules progénitrices implique principalement le prélèvement de ces

cellules et leur manipulation ex vivo. L'intérêt sera porté ici sur les stratégies

d'élimination des cellules tumorales de greffons visant la sélection de cellules

progénitrices normales et l'amélioration de leur potentiel de reconstitution

hématopoiétique.
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Les cellules à potentiel de reconstitution hématopoiétique caractérisées, entre

autres, par leur expression de l'antigène de surface CD34, peuvent être obtenues de la

mœlle osseuse et/ou du sang périphérique. Par contre, lorsque comparé à la mœlle

osseuse, le nombre de cellules souches normalement présent en circulation

périphérique est relativement faible.14 Celui-ci peut être augmenté par
l'administration d'une seule forte dose de cyclophosphamide ' ou de cytokines tels
G-CSF, GM-CSF, PKY321, IL-3 et IL-6.15' De plus, lorsque la chimiothérapie

intensive est suivie de l'administration de cytokines, le rendement en cellules CD34 '

est accru. Il peut atteindre des décomptes jusqu'à 100 fois plus élevés et permettre le

prélèvement de cellules CD34 en nombres suffisants pour une prise de greffon stable

après un seul prélèvement.

Dans la plupart des maladies hématologiques et plusieurs tumeurs solides, les

cellules tumorales infîlù-ent la MO et peuvent aussi être détectées dans le SP.

Cependant, après le traitement des patients et leur rémission complète, certains

rechutent. La cause de cette rechute n'est pas claire. Serait-elle due à des cellules

néoplasiques résiduelles dans les greffons de progéniteurs hématopoiétiques? Des

éléments de réponse ont été obtenus en insérant le gène de résistance néo, par un

vecteur rétroviral, dans une portion de cellules de greffons médullaires. Ces dernières

ont été administrées à des patients atteints de leucémie myéloïde algue (LMA), de

neuroblastome ou de leucémie myéloïde chronique.153'154 Ces études ont démontré
que les cellules d'individus en rechute portaient le gène marqueur néo, indiquant

clairement que les cellules malignes résiduelles du greffon infusé pouvaient

contribuer à la rechute.

Ces résultats ont corroboré ceux des études cliniques précédentes ayant

montré que des patients atteints de LMA,155 transfusés avec des greffons de MO
purges de leurs cellules malignes, présentent un meilleur taux de survie que les

patients transfusés avec des cellules non manipulées ex vivo. Par contre, toutes les

études cliniques n'aboutissent pas aux mêmes conclusions. Ceci prouve la nécessité
de développer des méthodes de purge efficaces et standardisées. Cette disparité

apparente est possiblement due aux pré-requis spécifiques des méthodes de sélection
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qui doivent, en premier lieu, être hautement efficaces pour éliminer les cellules

tumorales puis, préserver les cellules progénitrices hématopoiétiques normales et

finalement, impliquer des méthodologies applicables à grande échelle.

Les stratégies de purge datent de près de 20 ans. Elles ont pris un énorme

essor ces dernières années grâce au développement de stratégies hautement efficaces

et non invasives de prélèvement de progéniteurs hématopoiétiques et d'agents de

purge facilement accessibles. Parmi les stratégies de purge, notons que des agents

tels que la 4-hydroxycyclophosphamide ou mafosfamide ont été les premiers à être

utilises à grande échelle et à avoir généré des résultats prometteurs.157'15 Les autres

classes d'agents de purge comprennent le cortivazol, un stéroïde particulier avec une

activité spécifique aux cellules tumorales lymphoïdes, et les agents

photosensibilisateurs.160'162

A la lumière de cet exposé sur la problématique en manipulation ex vivo dans

le contexte des autogreffes, nous avons entrepris de viser à éliminer les cellules

malignes et favoriser l'expansion de cellules souches hématopoiétiques normales dans

les cas de néoplasies hématologiques.
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Chapitre 2. Purge de cellules souches périphériques de patients

atteints de lymphome par un agent photosensibili-

sateur: potentiel thérapeutique en transplantation

autologue

Le succès de la transplantation de cellules souches hématopoiétiques (CSH)

autologues dépend de ti-ois éléments principaux: la purge in vivo efficace des cellules

malignes de l'hôte, la production de greffons autologues de haute qualité et la

conservation d'un nombre suffisant de cellules normales résiduelles capables d'initier

une reprise hématopoiétique normale.

A la lumière de la problématique soulevée dans le chapitre précédent, nous

consacrerons le présent chapitre à revaluation de la thérapie photodynamique comme

moyen d'optimisation de la purge ex vivo. Nous débuterons par un état de la situation

dans les cas de lymphome. Nous poursuivrons avec les approches choisies pour

répondre à notre question initiale. Dans la troisième partie, nous exposerons nos

résultats. Finalement, nous pourrons analyser ces données à la lumière de la

littérature existante de façon à mieux comprendre leur impact dans le domaine de

l'autogreffe de lymphomes.

2.1 Lymphomes et traitement photodynaniique

L'élimination effîcace des cellules malignes, présentes chez le patient, se fait

par administration de fortes doses de chimiothérapie avec ou sans radiation en

parallèle. Malheureusement, dans le cas du lymphome non-Hodgkinien (LNH), entre

autres, des cellules résiduelles peuvent malgré tout persister chez l'hôte. Grâce à une

technique quantitative de détection des cellules réarrangées (bcl-2/IgH), développée

dans notre laboratoire, il a été démontré que les régimes in vivo de mobilisation de

cellules progénitrices, suite à la chimiothérapie et l'administration de facteurs de

croissance, ne constituent pas une stratégie efficace de purge. La MO et le SP

mobilise présentent des proportions similaires de cellules réarrangées (bcl-2/IgH),
des résultats corroborés par Kanteti et al.164
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Il faut également considérer la production de greffons de haute qualité,

exempts de contamination par des cellules tumorales et contenant suffisamment de

cellules progénitrices normales capables de reconstituer le système hématopoiétique

de l'hôte. A cet effet, différentes approches de purge ex vivo ont été développées pour

les néoplasies hématologiques et pour les LNH, en particulier.

Selon la biologie du LNH, les cellules tumorales présentent des antigènes de

surface, caractéristiques d'un immunophénotype mature. Ainsi, des anticorps

reconnaissant ces antigènes tels que l'anti-CD10,CD20(Bl), CD 19 (B4), B5 ou

CD22, en association avec des compléments, des billes immunomagnétiques ou des

toxines, ont permis de reconnaître et d'éliminer jusqu'à cinq logs de cellules

clonogéniques lymphomateuses, sous le seuil de détection des essais de dilution

limite.165'166 La sélection positive de cellules progénitrices exprimant l'antigène de

surface CD34 a aussi été utilisée dans le contexte clinique comme méthode efficace

de purge des cellules lymphomateuses, plus matures que les CD34 .167'168

Afin d'évaluer l'effîcacité physiologique de ces diverses techniques de purge,

des études cliniques ont été initiées avec des greffons traités ex vivo au Dana Farber

Cancer Institute, Harvard University, Boston, MA, à notre département

d'hématologie de l'Hôpital Maisonneuve-Rosemont, Montréal, Canada, ainsi qu'au

Stanford University Medical Center, Stanford, ÇA. ' Ces études ont montré que

la depletion de plusieurs logs de cellules malignes est possible mais que des cellules

malignes résiduelles dans les greffons traités puis mfusés, peuvent contribuer à la

réapparition in vivo de cellules réarrangées (bcl-2/IgH). De plus, la purge élimine

également des cellules normales. Il fallait donc optimiser l'étape de purge de cellules

lymphomateuses avant la transplantation autologue.

Nous nous sommes donc tournés vers la thérapie photodynamique comme

technique de purge ex vivo. Son principe est le suivant. Suite à l'incubation d'un

agent photoactif avec la suspension cellulaire ciblée et l'incorporation de cet agent

dans les cellules sensibles, la suspension cellulaire est exposée à une lumière de

J
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longueur d'onde spéciiïque. Cette procédure a pour effet d'induire l'activation de

l'agent et la destruction des cellules dans lesquelles il se sera incorpore.

Les principaux agents photosensibilisateurs sont la mérocyanine 540 (MC540)

et les dérivés de porphyrine. Dans une étude pionnière, le MC540 en association

avec la lumière a été initialement utilisé comme agent potentiel de purge de MO.
Toutefois, dans cette partie du projet, nous avons privilégié le dérivé de porphyrine,

le BPD-MA, dérivé de benzoporphyrine monoacide bague A (ou Verteporîîne)

(Figure 8), à cause de la possibilité de l'utiliser en clinique.

J
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Figure 8. Structure du dérivé benzoporphyrine-monoacide A (BPD-
MA).
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Le traitement de cellules sensibles au BPD-MA suivi de leur exposition à une

lumière de longueur d'onde spécifique (690 nm) induit la relâche rapide de

cytochrome e dans le cytoplasme puis l'activation de caspase. La relâche de singlets

d'oxygène se produit en parallèle. De plus, le BPD-MA est particulièrement pratique

pour des échantillons contenant des érythrocytes puisque la Inmière, à cette longueur

d'onde, n'est pas absorbée par l'hémoglobine.173

Selon des études ex vivo, le BPD-MA induit des depletions de trois à quatre

logs de cellules tumorales de myélome multiple, de lymphome à grandes cellules
(75 ng/ml)175 et de leucémie myéloïde chronique (LMC) (100 ng/ml).161 Cet agent
parvient à induire la diminution de charge tumorale dans un modèle murin de

leucémie sans affecter la reconstitution hématopoiétique, préservant ainsi la

viabilité des cellules progénitrices normales.177 La même situation prévaut pour des

lignées cellulaires dérivées d'échantillons de patients atteints de leucémie myéloïde

aiguë (LMA) où le BPD-MA (50 ng/ml) élimine plus de trois logs de cellules «colony

forming unit-leukemia» ou CFU-L.17 De plus, lorsque le BPD-MA est injecté chez

des souris avec tumeurs intraoculaires, il induit également une régression tumorale

irreversible.178

Malgré tous ces avantages, l'effet du BPD-MA comme agent de purge du

LNH n'avait pas encore été étudié dans le contexte de la transplantation de cellules

souches périphériques. Aussi, avons-nous décidé de lui porter un intérêt particulier

dans notre étude.

Les patients atteints de lymphome non-Hodgkinien (LNH), de grade

intermédiaire ou élevé, qui rechutent après la chimiothérapie conventionnelle ont

habituellement un mauvais pronostic lorsqu'ils sont traités par chimiothérapie

conventionnelle uniquement.179 La transplantation autologue de cellules souches

chez ces patients à haut risque conduit à des taux de survie sans maladie élevés

variant de 30 à 59%.180 Ces impressionants résultats ont été confirmés par une étude

randomisée sur la transplantation autologue de cellules souches en comparaison à la
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présenté un taux de DFS de 46% à 5 ans contrairement au groupe contrôle

(chimiothérapie seule) où im taux de 12% a été observé (p=0.001). De meilleurs

résultats ont également été notés en terme de survie globale.

Le but de notre étude était donc de déterminer le potentiel cytotoxique du

BPD-MA sur les cellules résiduelles de lymphome présentes dans les greffons de

cellules souches périphériques et d'évaluer l'application potentielle du BPD-MA dans

le contexte de transplantation autologue chez les patients atteints de lymphome. Pour

ce faire, nous avons mesuré l'effet de différentes concentrations de BPD-MA sur

l'élimination de cellules de LNH de greffons autologues. Nous avons aussi évalué la

toxicité de cette procédure sur les cellules souches hématopoiétiques normales

présentes dans les greffons de SP mobilisé. Ces résultats permettront de débuter une

étude clinique de Phase l utilisant cet agent pour la purge de cellules souches de

sujets atteints de lymphome.

2.2 Matériel et Méthodes

2.2.1 Cellules souches périphériques (CSP)

Suite au consentement informé, sous protocoles approuvés par le Comité de

Protection de sujets humains de l'Hôpital Maisonneuve-Rosemont, les cellules

souches périphériques (CSP) ont été prélevées de donneurs (nonnaux). Les cellules

mononucléées de SP (CSPM) ont été isolées avec le gradient de densité Ficoll-

Hypaque par centrifugation et soumises à une radiation de 25 Gy à 4.0 Gy/min (137Cs,

Gamma Cell, Atomic Energy of Canada) avant d'etre ajoutées à des cellules

lymphomateuses pour les expériences de purge.

Le traitement a aussi été fait sur des CSPM prélevées de patients atteints de

LNH après mobilisation par chimiothérapie et facteurs de croissance. Ce régime de

mobilisation consistait en de la cyclophosphamide 1.5 g/m2 au jour 0, puis de 10

pg/kg/jour de G-CSF des jours l à 11. Les CSP ont été prélevées par leucophérèse

lorsque les décomptes en globules blancs étaient plus élevés que 8 x 10 /L (aux jours

9 à 11). Les cellules ainsi prélevées ont été soumises au traitement photodynamique
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et les cellules traitées, évaluées dans des essais clonogéniques de progéniteurs

hématopoiétiques.

2.2.2 Lignées cellulaires lymphomateuses

Les lignées cellulaires Daudi (CCL-213) et Namalwa (CRL-1432) sont des

lignées humaines de cellules B de lymphome de Burkitt, qui expriment J5 (CD 10),

Bl (CD20) et B4 (CD 19). Ces lignées proviennent de l'American Type Culture

Collection (ATCC) (Rockville, MD, USA). DHL-16 est une lignée de lymphome

folliculaire de bas grade, gracieusement donnée par Dr JG Gribben (Dana Farber

Cancer Institute, Boston, MA).

Les cellules ont été maintenues en culture dans le milieu RPMI 1640 (Gibco

BRL, Life Technologies Inc., Grand Island, NY) additionné de 10% de semm de

veau fœtal (SVF) (Hyclone Lab, Logan, UT), 2% L-glutamine, 1% pyruvate de

sodium et 1% de pénicilline/streptomycine. Elles ont toutes été prélevées en phase

exponentielle de leur courbe de croissance.

2.2.3 Le dérivé benzoporphyrîne-monoacide A (BPD-MA), un agent

photosensîbilisateur

Le BPD-MA a été fourni par Quadra Logic Technologies Inc. (Vancouver,

B.C., Canada). Cet agent photosensibilisateur, initialement lyophilisé, a été

reconstitué avec de l'eau stérile à une concentration de 2 mg/ml et dilué en série avec

une solution à 5% dextrose/eau stérile jusqu'à la concentration finale de 2.5 |^g/ml.

2.2.4 Traitement des cellules

Des études préliminaires nous ont permis de faire les expériences dans les conditions

optimales de période d'incubation et de longueur d'onde de la lumière d'exposition.

Brièvement, nous avons utilisé deux types de suspensions cellulaires afin d'atteindre

nos objectifs de travail. Premièrement, 5% de cellules de lignées lymphomateuses

ont été mélangées à 95% de cellules mononucléées irradiées de SP normal pour

recréer la situation physiologique des patients après les régimes de chimiothérapie.
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Deuxièmement, nous avons utilisé des CSP de patients atteints de LNH et traités in

vivo.

Ces deux types d'échantillons ont été dilués à 2 x 107 cellules/ml et incubés à

la noirceur pendant 60 minutes à 27 °C avec le BPD-MA, à des concentrations variant

de 0 à 80 ng/ml, afin d'établir la courbe dose-réponse du BPD-MA dans le cadre des

LNH.

Suite à l'exposition à une lumière rouge fluorescente (690nm) à 15 J/cm2, les

cellules ont été lavées dans du Plasmalyte A (Baxter Corporation, Ontario, Canada)

sans sérum, centrifugées et diluées dans une solution contenant 10% de plasma

autologue diluée dans le Plasmalyte A. Deux types d'évaluation ont ensuite été

faites: des essais clonogéniques en dilutions limites avec les suspensions de lignées

cellulaires et des essais clonogéniques de progéniteurs hématopoiétiques noniiaux

avec les CSP de patients.

2.2.5 Essais de dilution limite

Après le traitement au BPD-MA, les cellules ont été lavées à trois reprises et

mises en plaques pour des essais de dilution limite (LDA) tel que décrit

auparavant.166 Brièvement, chaque échantillon traité a été dilué en série de 5 x l O5 à
0.5 cellules par 100 pl d'une solution de RPMI 1640/10% SVF. A chaque dilution,

24 aliquots ont été distribués sur plaques de microculture (96 puits) à fond plat

(Nunclon, Nunc, Danemark). Les cellules ont été nourries chaque quatre joiu-s et

incubées à 37 °C pendant douze jours. Pour chaque dilution, la croissance cellulaire a

été évaluée de façon «tout ou rien», positif ou négatif, à l'aide d'un microscope en

phase inversée (Leitz, Labovert FS). La fréquence de pousse des cellules

clonogéniques dans la population d'intéret a été estimée par le test du chi-carré.

Z 2.6 Essais clonogéniques de progénîteurs hématopoiétiques

Les CSP de patients atteints de LNH ont été traitées avec le BPD-MA. Les

CFU-GM ont été évaluées dans un milieu d'IMDM (Iscove's Modified Dulbecco

Medium, GIBCO BRL, Life Technologies, Grand Island, NY) additionné de
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méthylcellulose 0.9%, SVF 30%, albumine bovine sérique 0.9%, 2-mercaptoéthanol

2 x 10-4M et le milieu conditionné de la lignée cellulaire Mo (American Type Culture

Collection (ATCC), Rockville, MD, USA). Les cellules ont été mises en plaques à

105 cellules/ml dans des puits stériles de 35 mm (Lux, Interlvîed, Naperville, IL) et

incubées à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% en COz. Après 7 et 14 jours

de culture, les CFU-GM ont été évaluées. Les agrégats de plus de 40 cellules étaient

catégorisés comme colonies et ceux de 8 à 40 cellules, comme «clusters». Les

colonies érythroïdes ont été cultivées dans le milieu de méthylcellulose ci-haut décrit

additionné d'érythropoiétine à deux unités/ml (Amgen Biologicals, Thousand Oaks,

ÇA). Les CFU-E ont été évaluées après 7 jours d'incubation tandis que les «bursts»

multicentriques hémoglobinisés, plus immatures, l'ont été après 14 jours.

2.3 Résultats

2.3.1 Effet dose-réponse du BPD-MA sur la depletion de cellules

lymphomateuses

Afin de détenniner l'efficacité du BPD-MA sur la depletion de cellules de

LNH de lignée B, nous avons utilisé les lignées cellulaires Namalwa, Daudi et DHL-

16 comme cible. Puis, pour simuler le contexte de greffons de CSP, ces cellules ont

été mélangées à une quantité vingt fois plus élevée de CSPM normales irradiées. Ces

mélanges cellulaires ont été traités avec des concentrations de BPD-MA variant de 0

à 80 ng/ml et mises en plaques pour des essais de dilution limite. Les cellules

contrôles ont été exposées à la lumière avec le milieu seul, sans BPD-MA.

Les expériences faites avec les cellules DHL-16 et Daudi ont induit

l'élimination de 2 à 4 logs de cellules lymphomateuses à des concentrations de BPD-

MA égales ou supérieures à 30 ng/ml (Figures 9 et 10). Avec les cellules Namalwa

comme cibles, plus de 3 à 4 logs de cellules lymphomateuses ont été éliminées à des

concentrations de BPD-MA égales ou supérieures à 40 ng/ml (Figure 11). Les

experiences contrôles faites avec ces trois lignées cellulaires, exposées à la lumière

sans BPD-MA, ont présenté une légère diminution de leur fraction du nombre total de

cellules mises en plaques initialement (Figures 9, 10 et 11).
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Ainsi, tant pour les cellules lymphomateuses de haut grade (Daudi et

Namalwa) que pour celles de bas grade (DHL-16), nous avons observé une

augmentation de l'efficacité de purge par exposition à la lumière en présence de

concentrations croissantes de BPD-MA. Mais, qu'est-il advenu des progéniteurs

normaux dans ces conditions de traitement? Cette interrogation nous a incitée à

explorer l'effet toxique du BPD-MA sur les cellules progénitrices hématopoiétiques

normales.

2.3.2 Effet du BPD-MA sur les cellules progénitrices hématopoiétiques

normales

L'agent photosensibilisateur optimal pour la purge in vitro de CSP devrait,

théoriquement, éliminer des quantités maximales de cellules tumorales tout en

préservant un maximum de cellules progénitrices normales. Afin d'évaluer cette

situation, des CSP prélevées de patients atteints de lymphome ont été incubées avec

le BPD-MA à des concenù-ations variant de 0 à 80 ng/ml. La toxicité de l'agent

envers les progéniteurs myéloïdes et érythroïdes a été évaluée et exprimée en terme

de nombres résiduels de CFU-GM matures et immatures, de CFU-E, BFU-E et de

colonies endogènes.

La toxicité du BPD-MA sur les cellules clonogéniques normales mobilisées

en circulation périphérique de patients atteints de LNH était dose-dépendante, mais à

plus faible niveau que sur les cellules tumorales testées précédemment. Plus

précisément, avec les concentrations de BPD-MA ayant induit l'élimination de 2 à 4

logs de cellules lymphomateuses, soit 20-30 ng/ml, seulement 30% des CFU-GM

immatures, 43% des CFU-GM matures, 24% des BFU-E et 40% des colonies

endogènes ont été éliminés (Figures 12 et 13). Au-delà de 30 ng/ml de BPD-MA,

aucune colonie progénitrice normale n'a subsisté.

En somme, nos résultats démontrent que l'index thérapeutique du BPD-MA a

été atteint à des doses de 20 à 30 ng/ml, induisant des depletions de deux à quatre

logs de cellules lymphomateuses, de haut et de bas grade, tout en évitant un effet

toxique important sur les progéniteurs hématopoiétiques normaux du sang puisque 60
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à 80% de colonies hématopoiétiques normales ont été préservés. Ces résultats

permettront d'initier une étude clinique de Phase l utilisant cet agent pour la purge de

CSP de sujets atteints de lymphome.

J
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'^ Figure 9. Effet du BPD-MA sur la depletion de cellules DHL-16 dans
des essais de dilution limite.

Cellules DHL-16
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Les cellules DHL-16/CSPM normales irradiées (1/20) ont été incubées
dans le milieu seul ou avec le BPD-MA à des concentrations variant
entre 10 et 40 ng/ml. Le nombre de cellules clonogéniques post-
traitement est exprimé en terme de fraction du nombre total de cellules
mises en plaques (cellules tumorales + CSPM normales) (n=3). Valeurs
moyennes de fréquence de pousse ± SEM.
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0 Figure 10. Effet du BPD-MA sur la depletion de cellules Daudi dans des
essais de dilution limite.
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Les cellules Daudi/CSPM normales irradiées (1/20) ont été incubées
dans le milieu seul ou avec le BPD-MA à des concentrations variant
entre 10 et 40 ng/ml. Le nombre de cellules clonogéniques post-
traitement est exprimé en terme de fraction du nombre total de cellules
mises en plaques (cellules tumorales + CSPlVt normales) (n=3). Valeurs
moyennes de fréquence de pousse ± SEM.

u
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n Figure 11. Effet du BPD-MA sur la depletion de cellules Namalwa dans
des essais de dilution limite.
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Les cellules Namalwa/CSPM normales irradiées (1/20) ont été incubées
dans le milieu seul ou avec le BPD-MA à des concentrations variant
entre 10 et 80 ng/ml. Le nombre de cellules clonogéniques post-
traitement est exprimé en terme de fraction du nombre total de cellules
mises en plaques (cellules tiunorales + CSPM normales) (n=2). Valeurs
moyennes de fréquence de pousse ± SEM.

J



54

^ Figure 12. Evaluation de la toxicité du BPD-MA sur les progéniteurs
hématopoiétiques normaux de patients atteints de LNH.

l

Media

10 ng/ml

20 ng/ml

30 ng/ml

40 ng/ml

60 ng/ml

80 ng/ml

H

0 50 100 150

# CFU-GM matures

200

Media

lOng/ml

20 ng/ml

30 ng/ml
§

40 ng/ml

60 ng/ml

80 ng/ml

-\

0 50 100 150

# CFII-GM immatures

200

J
Les nombres de CFU-GM matures et immatures (colonies + clusters)
ont été évalués (progéniteurs hématopoiétiques/2 x 10 cellules). (n=4)
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^ Figure 13. Évaluation de la toxicité du BPD-MA sur les progéniteurs
hématopoiétiques normaux de patients atteints de LNH.
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Les nombres de BFU-E et de colonies endogènes (colonies + clusters)
ont été évalués (progéniteurs hématopoiétiques/2 x 10 cellules). (n:=4)
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2.4 Discussion

L'autogreffe implique malheureusement la possibilité de contamination des

greffons par des cellules malignes résiduelles tel que démontre dans des études de

marquage génétique.90'153'154 C'est le cas du LNH en particulier, où des cellules

malignes résiduelles persistent dans les greffons malgré des régimes de

chimiothérapie intensive. Des études cliniques menées sur la transplantation de

greffons purgés par diverses techniques (anticorps monoclonaux et complément,

immunotoxines, ...) ont d'ailleurs prouvé l'avantage de survie de ces patients par

rapport à ceux qui ont été traités avec des greffons autologues non manipulés. '
171

J

Puisque les cellules malignes résiduelles, tant chez l'hôte que dans le greffon à

infuser, peuvent influencer les taux de réussite des autogreffes, il s'agissait de trouver

et d'évaluer l'utilité de la purge chez les patients atteints de LNH. Nos résultats ont

mis en évidence la nécessité d'analyser chaque maladie individuellement quant à

l'effet du BPD-MA. La fenêtre thérapeutique de cet agent semble varier d'une

maladie à l'autre. La concentration de 30 ng/ml que nous avons évalué optimale pour

détruire les cellules de LNH est plus élevée que celle des LMA ou LLA (20 ng/ml).

Ces données sur les LMA et les LLA nous ont permis d'initier une étude clinique

dans notre laboratoire. A cette concentration, le BPD-MA pâment à détruire

plusieurs logs de cellules malignes tout en préservant un nombre optimal de

progéniteurs hématopoiétiques normaux, source d'une reconstitution hématopoiétique

efficace.

Ces résultats indiquent la possibilité d'un mécanisme d'action du BPD-MA

différent dans les cellules lymphomateuses par rapport aux autres cellules tumorales,

étant donnée la dose plus élevée requise dans ce type cellulaire. En effet, il a été

récemment publié que la surexpression de BCI-XL ou de Bcl-2, dans les cellules de

leucémie promyélocytaire HL60, bloque l'induction de caspase-3, le clivage de la

polymérase poly(ADP-ribose) (PARP) et l'activation du «DNA Fragmentation

Factor» (DFF), tous des événements tributaires de l'effet du BPD-MA sur les
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cellules. ' II est donc possible que la surexpression des membres de la famille

bcl-2, caractéristique des cellules de LNH, rende ces cellules particulièrement

résistantes aux effets d'agents photodynamiques.

Enfin, des études in vivo suggèrent que le BPD-MA pourrait également

exercer son effet par l'activation de protéines de stress spécifiques (SAPK, p38

HOG 1), suite à la production de singlets d'oxygène.183 Des protéines de stress
seraient ainsi spécifiquement activées dans les cellules de LNH.

2.5 Conclusion

Les résultats présentés ici suggèrent clairement que le BPD-MA présente une

fenêtre thérapeutique pour les cellules de LNH, un des pre-requis de qualité des

greffons autologues. Suite à cette étape, il s'agissait de trouver im moyen pour pallier

la destruction des progéniteurs normaiix post-purge. Ces denùers revêtent une grande

importance en autogreffe puisque le temps de reconstitution hématopoiétique dépend

principalement de trois facteurs soit, la quantité de progéniteurs engagés infusés, le

temps requis par ces cellules pour produire les cellules plus matures et le nombre de

cellules myéloïdes réinfusées en maturation ou au stade de post-progéniteurs.

Suite à la purge d'une majorité de cellules malignes, les nombres de

progéniteurs normaux résiduels sont limités. Un traitement ex vivo de ces derniers,

en présence de facteurs de croissance qui peuvent amplifier leur nombre et, si

possible, exercer une purge tumorale additionnelle est une voie de thérapie à

envisager. En effet, la culture de cellules CD34 ' sélectionnées du SP mobilisé de

patients atteints de LNH avec un cocktail défini de cytokine (SCF+IL-lbeta+IL-

3+IL-6), pendant 14 jours, a permis d'éliminer les cellules porteuses de la t(14;18).

Il faut noter que la purge tumorale par expansion ex vivo a aussi été démontrée

dans un autre type de néoplasie hématologique, la leucémie myéloïde chronique ou

LMC par le groupe de Vancouver. Mises en condition de culture à long terme, les

cellules de LMC ne prolifèrent pas contrairement aux cellules résiduelles normales.185
A cette étape du projet, notre intérêt s'est dirigé vers le traitement de la LMC à cause
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des résultats prometteurs de manipulation ex vivo de ces cellules. De plus, un nouvel

agent photosensibilisateur, le TH9402 (Theratechnologies Inc., Montréal, QC,

Canada), moins toxique que le BPD-MA poiu- les progéniteurs normaux, était en

plein développement pour les échantillons de LMC.

J
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Chapitre 3. Expansion ex vivo des cellules souches hématopoié-

tiques normales de patients atteints de leucémie

myéloïde chronique: accroissement du potentiel

thérapeutique en autogreffe

Ce troisième chapitre vise l'exploration de la manipulation ex vivo dans le

contexte d'un autre type de néoplasie hématologique, la leucémie myéloïde chronique

(LMC). Nous l'avons divisé en quatre sections principales. Nous débuterons par une

mise en situation de la question afin de mieux comprendre l'impact de la

manipulation ex vivo dans le traitement de la LMC. Nous poursuivrons avec la

description de notre approche expérimentale. Dans la troisième section, nous

décrirons nos résultats et finalement, la dernière section sera dédiée à l'interprétation

de ces résultats et à l'exposition des questions qu'ils soulèvent.

3.1 Alternatives de traitement de la leucémie myéloïde chronique

(LMC)

La leucémie myéloïde chronique (LMC) provient de l'expansion clonale d'une

cellule souche hématopoiétique pluripotentielle possédant une translocation

réciproque entre le «breakpoint cluster region» (bcr) et le gène cellulaire Abelson (c-

abl). Le gène de fusion ainsi formé, code pour des protéines de fusion caractérisées

par des propriétés différentes du produit protéique de c-abl (pl45 ), telles que leur
localisation cytoplasmique plutôt que nucléaire et une activité tyrosine kinase accrue.

186,187 ç^ cellules primitives de LMC présentent des modifications dans leur
contrôle de proliferation,188'189 dans leur probabilité d'auto-renouvellement,190 dans
leur réponse à des conditions induisant l'apoptose de leurs homologues

191,192 193

u

nonnaux,"1'1^ dans leur expression accrue de récepteiirs d'érythropoiétine1""' et de

CD44,194' et dans leurs propriétés d'adhésion. Ces caractéristiques anonnales des
progéniteurs de LMC sont associées à une capacité réduite de maintenir la croissance

ex vivo dans des conditions de culture à long temie sur des cellules stromales

hématopoiétiques. De plus, une faible proportion de cellules hématopoiétiques

normales (Ph-), très primitives, parvient à persister chez les patients atteints de LMC
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^ tant in vitro qu'w vivo ' Un groupe de chercheurs de Vancouver a été pionnier

dans l'utilisation de la culture à long ternie avec support cellulaire stromal pour tirer

profit de ces caractéristiques fonctionnelles des progéniteurs de LMC.185'199 Ils ont
effectué des transplantations de greffons autologues de cellules progénitrices Ph et

ont observé des périodes de survie prolongée, sans maladie, chez leurs patients. La

principale difficulté de ces études était d'obtenir des quantités suffisantes de cellules

hématopoiétiques normales lorsque les greffons étaient fortement infiltrés par des

cellules malignes, une situation commune à plusieurs patients, puisque cette condition

pouvait conduire à im retard ou une absence de reconstitution hématopoiétique.

Pour remédier à ce problème, plusieurs efforts ont été récemment faits quant à

l'utilisation de cytokines dans un environnement sans stroma, afin d'amorcer la

croissance des cellules hématopoiétiques des greffons et les faire proliférer, facilitant

ainsi la prise du greffon. Différentes combinaisons de cytokines peuvent induire

l'expansion du pool de cellules progénitrices hématopoiétiques normales.200'202
Quelques études cliniques suggèrent que cette approche pennet une prise de greffon

avec un nombre de cellules initiales bien en-deçà des limites habituellement

établies.26'203'204 De plus, l'exposition in vitro à des facteurs de croissance peut être
particulièrement bénéfique, car elle diminuerait le temps de prise du greffon. ' La
plupart des études ayant évalué l'expansion ex vivo de progéniteurs a été faite chez

des patients qui présentent des tumeurs solides,204-206 en partie par crainte de

J

l'expansion des cellules progénitrices malignes que pourraient promouvoir les

facteurs de croissance hématopoiétiques.

Bien qu'il soit possible d'améliorer les caractéristiques de prise de greffon en

faisant une splénectomie, cette approche envahissante est associée à une morbidité

significative, et même la mortalité. De récents efforts ont été dirigés vers l'utilisation

de facteurs de croissance pour activer les cellules hématopoiétiques nomiales de

greffon ex vivo et induire leur expansion en vue de faciliter la reprise

hématopoiétique. Plusieurs études indiquent la possibilité d'utiliser cette stratégie

pour pallier la transplantation de quantités limites de cellules. De plus, cette
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approche permettrait aux patients transplantés de bénéficier d'une reprise

hématopoiétique dans de plus courts délais.

Dans l'étude actuelle, nous avons défini des conditions de culture ex vivo pour

des cellules CD34 sélectionnées de patients atteints de LMC afin d'induire

l'expansion du faible nombre de cellules progénitrices normales présentes

initialement en LMC et, parallèlement, la diminution de la charge tumorale de

prélèvements autologues. Nous avons concentré nos efforts sur revaluation de

cytokines possédant deux caractéristiques principales: action aux stades précoces,

intermédiaires et tardifs de la différenciation, et disponibilité actuelle pour des essais

cliniques. Afin de déterminer les implications des diverses cytokines sur la

proliferation et la maturation cellulaires, l'expansion globale, les caractéristiques

morphologiques et les propriétés clonogéniques des fractions cellulaires normales et

leucémiques ont été mesurées. Finalement, l'impact de l'administration successive in

vivo et ex vivo de facteurs de croissance a été évalué pour détenniner son effet sur le

profil d'expansion différentiel des populations cellulaires normales et leucémiques.

3.2 Matériel et Méthodes

3.2.1 Echantillons cliniques

Les cellules de sang périphérique (SP) ont été prélevées de patients atteints de

LMC et de donneurs sains volontaires, après avoir obtenu leur consentement informé,

sous les protocoles approuvés par le Comité de Protection des Sujets Humains de

l'Hôpital Maisoimeuve-Rosemont. Les caractéristiques des patients sont décrites au

Tableau I: la médiane d'âge des patients LMC (n=10) était de 50.5 ans (échelle 25-

67), avec six patients en phase chronique (PC), 2 en phase accélérée (PA) et 2 en

phase blastique (PB). Pour les patients en phase chronique, la médiane de temps

depuis le diagnostique était de 35.5 mois (échelle 10-96). Tous les patients avaient

été traités à l'hydroxyurée et 5 d'entre eux, à l'interféron-a. Des échantillons de SP

ont été prélevés de 6 patients et les cellules de SP des 4 autres ont été mobilisées par
207

^
Lesinjection d'idarubicine, de cytosine arabinoside et d'étoposide (mini-ICE)/

cellules ont été anti-coagulées avec de l'héparine sans préservatifs puis soumises à la
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selection immunomagnétique des cellules CD34 positives (CD34 ' ). Brièvement, les

cellules ont été incubées avec des billes magnétiques recouvertes de l'anticorps

monoclonal (mAc) 561 spécifique aux épitopes de classe III du CD34. Les cellules

«rosettées» ont ensuite été isolées selon les instructions du manufacturier (Dynal,

Oslo, Norway). Les billes immunomagnétiques ont été séparées de la surface

cellulaire à l'aide d'anticoqîs polyclonaux qui reconnaissent la portion Fab du mAc

561 (DetachaBead CD34, Dynal). La pureté et l'efficacité de la sélection CD34 ont

été évaluées par cytométrie de flux après le marquage des cellules avec un anticorps

anti-CD34 directement couplé à la phycoérythrine (PE; clone 581; Becknian Coulter,

Fullerton, ÇA). La proportion de cellules CD34 ' des fractions isolées a varié entre

70 et 98% (82 ± 4%, moyenne ± SEM) de la population cellulaire totale.

0
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TABLEAU L Caractéristiques des patients et de la maladie

No. Age Sexe Éch. Mois
Pt post-Dx

Phase %Ph+ Mob %Ph+ %Ph+
pré-mob pré-sél. post-sél.

CD34 CD34

l

2

3

4

5

6

7

8

9

10

67

52

25

58

48

50

51

50

62

40

M

M

M

M

M

M

M

M

M

F

SP

SP

SP

SP

SP

SP

SPM

SPM

SPM

SPM

36

2

18

18

10

35

36

31

36

96

PA

PA

PA

PB

PC

PC

PC

PC

PC

PC

67

34

85

70

Auc.

Auc.

Auc.

AUG.

Auc.

Auc.

mICE

mICE

mICE

mICE

90

82

68

79

87

67

0.5

89

83.5

0.5

95

95

94

98

98

73

6

90

98

15

No.Pt indique chaque patient; Ech., échantillon; SP, sang périphérique; SPM, sang
périphérique mobilisé; Dx, diagnostique; Phase, phase de la maladie; PA, phase
accélérée; PB, phase blastique; PC, phase chronique; Ph, chromosome de
Philadelphie; mob., mobilisation; Auc., aucune; pré-sél. CD34, pré-sélection des
cellules CD34 ; post-sél. CD34, post-sélection des cellules CD34 ; mICE,
miniIdarubicine/Cytarabine/Etoposide.

3.2.2 Cytokînes recombînantes humaines

La Pixykine321 (P), la protéine de fusion entre l'IL-3 et le «granulocyte-

monocyte colony stimulating factor» (GM-CSF), et le ligand recombinant humain du

Flt3 (FLrh) nous ont été généreusement donnés par Immunex Coqioration (Seattle,

WA). Le « granulocyte colony stimulating factor» recombinant humain (G-CSFrh) a

été un généreux don de Amgen (Thousand Oaks, CA).
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n 3.2.3 Conditions de culture cellulaire

,+
La culture sans stroma de cellules CD34' sélectionnées a été faite dans le

milieu de culture X-Vivo 15 sans sémm (Biowhittaker; Walkersville, MD) additionné

de 1% d'albumine humaine et 2% de L-glutamine. Les cellules ont été incubées en

presence des cytokines suivantes, seules ou en combinaison: Pixykine321 (100

ng/ml), ligand du Flt3 (200 ng/ml), et G-CSF (100 ng/ml). Les cellules ont été mises

en culture à l x 105 cellules/ml en flasques (Nunc, Burlington, Canada) pendant 18
jours à 37°C avec 5% COz d'air humidifié. Aux jours 6 et 12, la moitié de suspension

cellulaire a été prélevée, puis remplacée par le même volume de milieu de culture

frais et les mêmes combinaisons de cytokines détenninées initialement. Les cellules

prélevées aux jours 0, 6, 12 et 18 ont été complètement diluées, comptées au Bleu de

Trypan et analysées pour leurs caractéristiques clonogéniques, immunologiques et

moléculaires.

3.2.4 Analyse de bcr-ablpar Hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Après 0,6, 12 et 18 jours d'expansion, dans des conditions spécifiques de

culture, les cellules ont été prélevées et des lames de cytospin, préparées. Le gène de

fusion bcr-abl a été identifié dans des noyaux en interbase par hybridation in situ en

fluorescence de double fusion (D-PISH). Le D-FISH a été fait avec un mélange de

sonde bcr directement couplé à la rhodamine et d'une sonde abl directement couplée

au fluoroisothiocyanate (FITC) (Oncor, Gaithersburg, MD). Ce mélange de sonde

produit un signal fluorescent de «fusion» sur les 2 chromosomes (9 et 22) dérivés de

la translocation réciproque. Un minimum de 100 cellules a été évalué pour chaque

échantillon sous microscope à fluorescence doté d'un filtre triple pour

DAPI/FITC/Texas Red. La limite de détection pour les cellules bcr-abl' sous ce

protocole est de 2%.
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3.2.5 Essais clonogéniques de progénîteurs à court terme («colony

forming cells» ou CFC)

Les cellules sélectionnées CD34' prélevées, avant ou après 6, 12 et 18 jours de

culture, ont été mises en culture dans un milieu de méthylcellulose (MethoCult

H4434; StemCell Technologies Inc, Vancouver, Canada) dans des pétris de culture en

plastique de 35 mm, selon les instructions du manufacturier. Le nombre de «colony-

fomiing units-granulocyte-monocyte» (CFU-GM) et de «burst-forming units-

erythroid» (BFU-E) a été évalué, à l'aide d'un microscope inversé (Leitz, Labovert

FS), après 14 jours de culture à 37°C dans une atmosphère entièrement humidifiée à

5% en CÛ2

3.2.6 Couches stromales nourricières

Les couches stromales nourricières ont été établies, tel que décrit auparavant, dans un

mélange 1:1 de la lignée cellulaire murine de fîbroblastes médullaires M2-10B4

génétiquement manipulée pour produire de hautes concentrations de G-CSF humain

et d'interleukine-3 (IL-3), combinée à la lignée cellulaire murine de fîbroblastes

embryonnaires SVS1 également manipulée génétiquement pour produire le «Steel

Factor» et I'IL-3.208 Ces lignées cellulaires nous ont généreusement été données par

Dr. D. Hogge, Vancouver, Canada. Les cellules stromales ont été mises en culture

sur plaques de 96 puits plats enduits de collagène (Nunc Brand Products, Denmark) et

irradiées avant les essais de LTC-1C, pour les essais en dilution limite (LDA).

3.2.7 Essais de «long term culture initiating cells» (LTC-IC): évaluation

de F expansion des LTC-ICpar essai en dilution limite (LDA)

Au jour 0, de 0 à 1,000 cellules CD34' par puits, ont été mises en plaques en

conditions de dilution limite (au moins 12 réplicats pour chaque dilution) sur des

couches stromales établies. Aux jours 6, 12 et 18 de culture liquide, les cellules ont

été mises en plaques sur les couches de cellules nourricières et les cultures LTC-IC

ont été maintenues pendant 5 semaines avec des remplacements hebdomadaires de la

moitié du milieu LTC avec du milieu frais. A la fin de cette période, les puits
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individuels ont été évalués pour déterminer la présence ou l'absence de «cobblestone

area forming cells» (CAFCs) (zones compactes d'environ 15 cellules polygonales

poussant sous la couche stromale, et non réfractaires à la lumière). Cette évaluation a

été confirmée en couvrant chaque puits décanté avec 100 \il de MethoCult (StemCell

Technologies, Inc.). Les puits ont ensuite été évalués quant à la présence ou à

l'absence de CFC secondaires après 14 jours d'incubation à 37°C avec 5% COz.

3.2.8 Reaction en chaîne de transcriptase réverse-polymérase (RT-PCR)

L'ARN de colonies individuelles a été obtenu par le système d'extraction au

Trizol (GIBCO BRL, Grand Island, NY) selon les recommandations du

manufacturier. L'ARN exti'ait a été dissout dans 10 |il d'eau traitée au diethyl

pyrocarbonate (DEPC), linéarisé à 65°C pendant 5 minutes, puis rapidement refroidi

sur glace durant 2 minutes avant d'etre soumis à la synthèse de cDNA. La PCR a été

faite à l'aide d'un «Perkin Elmer Gene Amp PCR System» 9600. Pour l'amplification

RT-PCR en une étape (Superscript One-Step RT-PCR System, Gibco-BRL, Grand

Island, NY), la synthèse du cDNA a été faite par une incubation de 30 minutes à 55 °C

suivie de la pré-dénaturation à 94°C pendant 2 minutes. Ces étapes initiales ont été

suivies de 35 cycles de première PCR composés de la dénaturation à 94°C pendant 15

sec, de l'«annealing» à 60°C de 30 sec et de l'extension à 72°C de 30 sec.

L'amplification RT-PCR en une étape a été faite avec le cocktail de réaction

suivant: 15 pl mélange de réaction 2X, 0.3 (^1 dithiothreitol (DTT), 0.5 ^il chacune des

amorces externes (25 pM/^1) {bcr 5' amorce sens 5' tacacgttcctgatctcctctgac 3'; abl

3' amorce antisens 5' tatcggattctgggcctcgaaaagt 3'; abl contrôle 5' amorce sens 5'

atcacgccagtcaacagtct 3'; abl contrôle 3' amorce antisens 5' gcgaaaccccgacctattac 3'),

0.5 [d mélange Superscript H RT/Taq, et 0.5 \û inhibiteur de RNAse. Ce mélange de

réactifs a été ajouté à chaque colonie individuelle préalablement diluée dans 8 ^il

d'eau fraitée au DEPC. Cette première étape a été suivie d'une deuxième

amplification par PCR nichée. Un quart du produit de première PCR (5 pl) a été

ajouté à un mélange de réactifs composé de dNTP 2mM 10X 5 ^1, tampon KC110X 5

^1, amorces internes 0.5 ^1 chacune (amorces internes: bcr 5' amorce sens 5'
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tatgagcgtgcagagtg 3';abl3' amorce antisens 5' tcacaatagaggtgaccggt 37;abl contrôle

5' amorce sens 5' gcaatgccgctgagtatctg 3'; abî contrôle 3' amorce antisens 5'

cggtggcaacttactactac 3'), eau stérile 30.5 pl et Taq DNA polymérase (5U/|^1) dans un

volume total de 50 [û. Les conditions de thermocycle consistaient en une première

incubation à 94°C de 4.5 min, 35 cycles de dénaturation à 94°C pendant 15 sec,

«annealing» à 60°C de 15 sec, extension à 72°C pendant 30 sec et une étape finale

d'extension à 72°C durant 5 minutes.

Les produits de PCR nichée ont été sépares par électrophorèse sur gel

d'agarose (2%) dans un tampon TAE IX contenant du bromure d'éthidium IX,

visualises, et photographiés sous lampe à UV. Le contrôle positif de la PCR était de

l'ARN extrait de cellules K562 Ph obtenues de l'«American Type Culture

Collection» (ATCC) (Rockville, MD) et cultivées dans le milieu RPMI (GIBCO

BRL, Grand Island, NY) contenant 10% de SVF. La stratégie ci-haut décrite a

permis de contrôler la transcription reverse d'ARN et l'amplifïcation d'ADNc des

échantillons bcr-abl~ par l'amplification simultanée de l'ADNc â^abl pour chaque

colonie. Les contrôles négatifs des PCRs consistaient en eau stérile traitée au DEPC

au lieu de l'ARN.

3.2.9 Analyse statistique

L'analyse statistique a été faite poiir les essais de dilution limite en vue de

déterminer la fréquence en LTC-IC. Pour ce faire, la minimisation en chi-carré a été

utilisée. Les comparaisons entre conditions de culture ont été effectuées à l'aide du

test T de Student. Toutes les analyses ont été considérées comme étant significatives

lorsqu'elles atteignaient le niveau alpha de .05.

J
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n 3.3 Résultats

,+
3.3.1 Expansion de cellules CD34 sélectionnées de patients atteints de

LMC: rôle différentiel des facteurs de croissance

,+
L'expansion de cellules CD34 ' de patients atteints de LMC a tout d'abord été

évaluée suite à différentes périodes d'incubation avec des facteurs de croissance actifs

à diverses étapes du processus de différenciation (Figure 14). Lors d'expériences

préliminaires, les concentrations de P (100 ng/ml), de FL (200 ng/ml) et de G (100

ng/ml) avaient induit la prolifération optimale de cellules CD34 ' de CSPM et de MO

de donneurs normaux. Le nombre initial de cellules (105) CD34 a été identique pour

chaque combinaison de facteur de croissance. Ce nombre de cellules a été

relativement maintenu au cours de la période de croissance avec G seul, puisqu'une

expansion d'à peine 2 fois a été observée après 18 jours de culture. Lorsque FL a été

utilisé seul, les nombres de cellules ont graduellement diminué, avec moins de la

moitié du chiffre initial de cellules persistant à 18 jours. Par contre, P seul a induit

une croissance cellulaire importante tout au cours de la période d'incubation avec une

expansion de 11 fois déjà observée après seulement 12 jours et atteignant 16 fois

après 18 jours. La combinaison de P à FL ainsi que P+FL+G a provoqué une

amplification de la prolifération cellulaire et à 12 jours, P+FL+G a été plus efficace

que P+FL (p = 0.02), tandis que cette dernière combinaison a exercé un effet

semblable à P seul (p = 0.29).

u
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n Figure 14. Expansion ex vivo de cellules CD34 de patients atteints de
LMC dans un système de culture sans stroma et sans sérum.
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Les cellules ont été incubées ex vivo avec Pixykine321 (P) (100 ng/ml),
FltS-ligand (FL) (200 ng/ml), G-CSF (G) (100 ng/ml) seuls ou en
combinaison. Les cultures liquides ont été établies à partir de 1x10
cellules. Les cultures ont été maintenues pendant 18 jours à 37°C. Les
données sont présentées comme valeurs moyennes de 12 expériences
individuelles.
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La prolifération chez les patients atteints de LMC pourrait aussi bien

impliquer les cellules leucémiques (bcr-abl) que les normales (bcr-abF). Afin de

discriminer ces 2 populations, nous avons tiré profit de la capacité de sondes
moléculaires à s'hybrider in situ au rearrangement bcr-abl dans les noyaux en

interphase. Après 12 jours de culture, les cellules bcr-abF ont présenté un avantage

de prolifération sur les cellules bcr-abf lorsque P était le seul facteur de croissance
utilise (p = 0.01) (Figure 15). Cependant, cette discrimination entre les cellules
normales et tumorales n'a pas été possible avec FL (p = 0.08) ou G (p = 0.42).

Pourtant, l'addition de FL (p = 0.01) et de FL+G (p = 0.02) a amplifié l'expansion des

cellules normales induite par P seul. D'ailleurs, la combinaison P+FL+G a induit
l'expansion maximale de 33 fois des cellules bcr-abl~. Ainsi, les combinaisons de

facteurs de croissance incluant P ont induit l'expansion de plus de 15 fois des cellules

de patients atteints de LMC et ont contribué à un profil d'amplification favorisant les

cellules normales au détriment des cellules leucémiques.

u
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n Figure 15. Expansion des cellules normales (Ph-) par rapport aux
leucémiques (Ph ) au terme de la période de culture des
cellules CD34' sélectionnées de patients atteints de LMC, en
conditions sans sérum.
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Les nombres relatifs de cellules normales et leucémiques ont été établis
par D-FISH (double fluorescence in situ hybridization). Les nombres
de cellules Ph' et négatives ont été comparés à leurs niveaux en pré-
culture. A-E, fold expansion des populations de cellules normales et
leucémiques prélevées après 12 jours de culture ex vivo. Les valeurs de
fold expansion ont été significativement plus élevées pour les cellules
Ph- que pour les Ph+ sous 1'effet de P seul (A) (^=0.01), P+FL (D)
(p==0.01) et P+FL+G (E) (p=0.02); tandis qu'aucune différence
significative n'a été observée avec FL seul (B) (p=0.08) ou avec G seul
(C) (^7=0.42). Les données sont exprimées sous forme de
moyenne±SEM de 12 expériences individuelles.
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3.3.2 L'effet des cytokines sur les progéniteurs CFU-GM et BFU-E

Afin de déterminer l'effet de ces différentes cytokines sur le compartiment de

cellules progénitrices, le potentiel clonogénique des cellules CD34' de patients

atteints de LMC a été évalué au départ, ainsi qu'après 6, 12 et 18 jours en culture dans

les conditions précédemment définies. Tel que présenté à la Figure 16A, les cultures

de 6 à 12 jours en présence de P, FL, P+FL et P+FL+G ont toutes été associées au

maintien ou à une légère diminution en proportion des précurseurs clonogéniques

myéloïdes. Cependant, la prolongation de la période d'incubation a induit une

diminution du nombre de progéniteurs dans ces conditions sans stroma ni sémm. Par

contre FL, comme facteur individuel, a induit une augmentation précoce (à 6 jours)

du potentiel clonogénique de ces cellules, mais cet avantage de prolifération n'a été

qu'éphémère. Le nombre total de progéniteurs CFU-GM produit par P, P+FL, et

P+FL+G a rapidement augmenté dans le temps, atteignant une expansion de plus de

11 fois au douzième jour, mais a diminué rapidement par la suite (Figure 16C). Par

contre, PL seul a été incapable d'augmenter le nombre total de progéniteurs

myéloïdes avec des nombres de colonies diminuant au jour 12 et devenant non

décelables au jour 18. Cependant, G seul a préservé un nombre identique de CFU-

GM tout au long des 18 jours de culture.

Toutes les cytokines ont induit la diminution graduelle en proportion des

progéniteurs érythroïdes au cours des 18 jours de culture (Figure 16B). Bien que

l'érythroipoiétine ou tout autre facteur de croissance de globule rouge n'ait été utilisé,

le nombre total de progéniteiu-s BFU-E a légèrement augmenté dans chacune des 3

combinaisons de facteurs de croissance comprenant P, avec des quantités 2 fois plus

élevées qu'initialement après 6 et 12 jours (Figure 16D). Tout comme les

progéniteurs myéloïdes, les précurseurs érythroïdes ont considérablement diminué en

nombre après 18 jours, à des niveaux presque non décelables dans le dernier cas. Tel

qu'observé pour les progéniteurs myéloïdes, FL seul n'a pas su maintenir la croissance

des cellules progénitrices érythroïdes.

u
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Figure 16. Effet des cytokines sur les cellules progénitrices myéloïdes et
érythroïdes de cellules CD34 sélectionnées.
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A) et B) représentent les nombres de cellules progénitrices myéloïdes
(CFU-GM) et érythroïdes (BFU-E), respectivement, après 0 à 18 jours
en culture liquide avec les cytokines identifiées aux figures précédentes,
et ensuite testées en essais clonogéniques à court terme. C) et D)
représentent les nombres absolus de cellules progénitrices myéloïdes et
érythroïdes calculés en fonction de l'expansion des cellules totales à
chaque point dans le temps. Les données sont présentées sous forme de
moyenne±SEM de 10 expériences différentes.
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3.3.3 Expansion de progénîteurs normaux et leucémiques myéloîdes et

érythroïdes

La production de cellules bcr-abl~ mduite par les cytokines pourrait provenir

soit d'une accélération de prolifération, soit d'une accélération de différenciation des

progéniteurs engagés. Afin d'identifïer la nature des progéniteurs après la stimulation

aux facteurs de croissance, des colonies individuelles ont été évaluées pour leur

expression de bcr-abl (Figure 17). Dans la plupart des cas, le nombre initial de

colonies bcr-abl~ était, tel que prévu, très faible. Il constituait moins de 12% de

toutes les colonies. Dans certains cas où toutes les colonies étaient bcr-abl avant

l'expansion, aucune colonie normale n'a été identifiée post-incubation. Cependant, le

patron dominant consistait en une augmentation du pourcentage de CFU-GI\»1 bcr-

abl , suite à la stimulation aux cytokines. De plus, même les échantillons sans

progéniteurs myéloïdes normaux décelables en pré-culture ont présenté jusqu'à 16%

de progéniteurs bcr-abl~ après culture. La proportion de progéniteurs bcr-abl~ a

aussi augmenté parallèlement au nombre de cytokines utilisées. Nous avons

également noté que, dans les échantillons où seules des colonies bcr-abl~ étaient

détectées initialement, aucune des combinaisons de cytokines utilisées n'a généré de

colonies bcr-abl'. De surcroît, dans tous les cas où une proportion de cellules

clonogéniques bcr-abl' était identifiable, aucune de ces cytokines n'a induit une

augmentation du pourcentage de progéniteurs bcr-abl'.

En fait, l'expansion de progéniteurs myéloïdes associée au pourcentage accru

de précurseurs bcr-abl s'est traduite en une expansion totale des progéniteurs

myéloïdes non leucémiques allant d'un maximum de 8 fois avec P seul, jusqu'à 170

fois avec P+FL+G. Dans les mêmes conditions de traitement, l'expansion maximale

de progéniteurs leucémiques a atteint seulement 2 fois avec P seul, et 8 fois avec

P+FL+G.

L'expansion de progéniteurs érythroïdes normaux et tumoraux a été évaluée

tel que pour les progéniteurs myéloïdes (Figure 17). Dans presque tous les cas, la
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proportion initiale des colonies érythroïdes bcr-abl était en-deçà de 20%. Malgré

tout, le pourcentage de cellules bcr-abl a augmenté après 12 jours de culture en

presence des cytokines. Tel qu'observé pour les colonies myéloïdes, dans les
circonstances où aucun progéniteur bcr-abl" n'était décelable avant incubation, les

facteurs de croissance ont induit la prolifération de progéniteurs normaux. Par

ailleurs, les cytokines n'ont pas accentué la croissance de progéniteurs bcr-abl' dans

les échantillons où ils n'étaient pas initialement décelables. Dans le cas de quelques

échantillons, il a été possible d'établir une comparaison entre les différentes

combinaisons de cytokines, pour le même patient. C'est ainsi que P+FL+G a induit

plus de croissance de progéniteurs normaux que P+FL, cette dernière combinaison

étant aussi plus active que P seul. En terme d'expansion du nombre total de

progéniteurs, la proportion accme de colonies normales et le nombre légèrement

amplifié de progéniteurs érythroïdes a conduit à l'expansion de 4 à 2300 fois le

nombre de progéniteurs érythroïdes normaux, tandis que les nombres de progéniteurs

leucémiques érythroïdes ont diminué de 1.4 à 12,000 fois. Ainsi, les combinaisons de

cytokines comprenant P ont exercé un effet prolifératif sur les progéniteurs

hématopoiétiques normaux des sous-groupes myéloïdes et érythroïdes de patients
atteints de LMC.
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Figure 17. Proportions des CFC bcr-abl avant et après 12 jours de
culture en présence de P, P+FL et P+FL+G.
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3.3.4 Proliferation des LTC-IC normaux et leucémiques

Le potentiel de différenciation des cytokines utilisées pour l'expansion

cellulaire aurait pu conduire à un changement dans le profil de maturation des

cellules progénitrices, mettant potentiellement en péril la capacité des cellules traitées

à reconstituer le système hématopoiétique à long terme. Ainsi, les cytokines ayant

présenté un effet prolifératif sur les progéniteurs à court ternie ont été évaluées pour

leur effet sur les LTC-ICs. Tel que présenté à la Figure 18, une période de culture de

12 jours avec P seul a induit une diminution du nombre absolu de LTC-IC (p=0.047),

tandis que le nombre de LTC-IC a été maintenu avec l'addition de FL, en présence ou

non de G. Lorsque la période de culture a été prolongée à 18 jours, le nombre de

LTC-IC a commencé à diminuer. Ces résultats indiquent donc que les combinaisons

de cytokines testées avaient seulement une capacité limitée d'expandre les cellules

progénitrices, mais pouvaient quand même maintenir leur prolifération jusqu'à 12

jours. De plus, FL a été un facteur déterminant dans la survie de ces progéniteurs

primitifs suite au processus d'amplification.
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n Figure 18. Impact de la culture sur les 3 combinaisons comprenant P sur
la croissance des LTC-ICs.
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Par la suite, les LTC-ICs ont été sous-divisées selon leur expression de bcr-

abl pour déterminer si les progéniteurs non-leucémiques plus primitifs étaient induits

à proliférer avec des profils semblables à ceux des progéniteurs plus matures (Figure

19). Le nombre de LTC-ICs normales et leucémiques est demeuré semblable après la

période de culture dans les 3 combinaisons de cytokines contenant P. Les résultats

individuels ont montré la persistance des LTC-ICs chez tous les patients, et une

fréquence de LTC-IC accrue chez certains.

3.3.5 Impact de la mobilisation in vivo sur l'expansion in vitro

L'administration in vivo de chimiothérapie et de facteurs de croissance pour

mobiliser les cellules souches, ainsi que les caractéristiques des patients et de la

maladie, ont été évaluées pour détenniner si la réactivité des progéniteurs normaux et

leucémiques pouvait être modifiée lors d'une restimulation subséquente avec des

cytokines in vitro. Aucune différence n'a été observée dans l'expansion selon l'âge ou

le sexe des patients, la durée de la maladie ou une thérapie par interféron au préalable.

Cependant, les fractions bcr-abl' de cellules totales et progénitrices à court terme ont

présenté une expansion plus importante parmi les patients dont les CSH ont été

mobilisées que parmi ceux où elles ne l'ont pas été (Tableau II). Ces résultats

suggèrent que l'exposition cumulative à des facteurs de croissance pourrait induire

l'entrée en prolifération des cellules malignes. Cependant, lorsque nous avons évalué

l'effet de la mobilisation panni les patients en phase chronique, la différence

précédemment observée avait disparu et la mobilisation, au préalable, semblait plutôt

empêcher l'expansion maximale des progéniteurs bcr-abl à court terme. De plus, les

patients en phase accélérée ou blastique ont présenté une expansion induite par

facteurs de croissance moins importante de leurs cellules bcr-abl que les patients en

phase chronique. Par contre, l'expansion des cellules bcr-abl est demeurée identique

pour les 2 groupes de patients. Malgré tout, l'expansion des cellules bcr-abl a

toujours supplanté celle des cellules bcr-abl' dans toutes les conditions testées..

J
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n Figure 19. Expansion des LTC-ICs normales et leucémiques au cours de
12 jours de culture.
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Les résultats individuels pour les cellules CD34 ', de 5 échantillons de
patients, exposées aux 3 combinaisons comprenant P indiquent une
variabilité inter-patient. Cependant, dans tous les cas, la prolifération
des LTC-ICs pourrait être documentée et impliquerait plus
fréquemment les populations bcr-abl .
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TABLEAU n. Impact de la mobilisation des cellules souches et de la phase de
la maladie sur l'expansion des fractions de cellules normales et
leucémiques.

Fold
Expansion

de:

Cellules
Ph+

Cellules
Ph-

Cellules totales

CFU-GM

BFU-E

LTC-IC

SP SPM p

9.2±9.9 19.2±16.6 0.04*

6.3±5.2 15.7±14 0.08

0.5±0.4 47.6±47.4 0.04*

0.2±0.1 0.9±0.4 0.35

SP

33.4±24.7

608.1±869.2

SPM p

33.0±26.7 0.97

56.7±89.5 0.12

1279.7±1490.3 12.3±6.8 0.06

0.15±0.1 1.4±0.5 0.23

Cellules totales

CFU-GM

BFU-E

LTC-IC

PC/SP

12.0±13.9

11.3±S,5

1.9±1.8

1.19±0.63

PC/SPM p

19.2±16.6 0.33

15.7±15.1 0.65

47.6±51.9 0.28

0.38±0.14 0.20

PC/SP PC/SPM p

37.2±13.1 27.0±25.3 0.30

1416.5±910.1 56.7±89.5 0.002*

2559.0±340.8 12.3±6.8 0.0000l*

1.81±0.82 0.48±0.17 0.11

Cellules totales

CFU-GM

BFU-E

LTC-IC

PC

15.6±15.3

14.4±12.1

40.9±46.9

0.76±0.31

PAB p

7.8±7.3 0.06

3.2±2.6 0.0l*

0.4±0.4 0.04*

NF NE

PC PAB

36.U23.0 31.2±29.0

358.9±648.9 69.2±88.1

649.0±1186.0 0.4±0.4

1.1±0.42 NF

p

0.57

0.50

0.48

NE

Ph indique chromosome de Philadelphie; CFU-GM, colony forming unit-granulocyte
monocyte; BFU-E, blast fonning unit-erythroid; LTC-IC, long-term culture initiating
cell; SP, sang périphérique; SPM, sang périphérique mobilise; PC, phase chronique;
PAB, phases accélérée et blastique; *, valeurs signifîcativement différentes; NF, non
fait; NE, non évaluable
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3.4 Discussion

Plusieurs études ont défini certaines conditions in vitro et des combinaisons

de cytokines requises pour l'expansion des cellules souches hématopoiétiques

normales.24'211"2 Cependant, la combinaison optimale de facteurs ex vivo
cliniquement approuvés et capables d'induire l'expansion des cellules souches,

progénitrices et matures, demeure encore à déterminer. De plus, la crainte de

promouvoir la croissance de cellules malignes par les cytokines hématopoiétiques

demeure fondée, surtout dans le cas des leucémies myéloïdes. ' Le
microenvironnement cellulaire et l'exposition aux cytokines représentent des éléments

cruciaux qui défîmssent la capacité des cellules normales et leucémiques à entrer en

division et à maturer. La culture à long ternie a été utilisée avec succès pour

sélectionner les cellules progénitrices hématopoiétiques normales de greffons de

cellules souches218 et pour repeupler la MO de patients LMC après les traitements
myéloablatifs.185 De telles conditions de culture conduisent à une croissance
dramatiquement altérée des progéniteurs leucémiques et im greffon Ph dans la

plupart des cas. Cette capacité des systèmes de cellules stromales à promouvoir la

proliferation des clones Ph a été confirmée et même amplifiée par l'ajout de facteurs

de croissance exogènes. ' En effet, Petzer et al. ont mis en culture des cellules

CD34 ' CDS 8 de patients LMC dans un milieu dépourvu de stroma, avec un cocktail

de cytokines composé de FL, SCF, IL-3, IL-6, et G-CSF. L'activité LTC-IC a été

entièrement perdue, mais les types plus matures de «colony-forming cells» (CFC)

Ph' ont été préservés.

Dans l'étude actuelle, les cellules totales CD34 de patients avec divers

niveaux d'infîlù'ation par les progéniteurs de LMC et à des stades avancés de la

maladie, ont été mises en culture dans un environnement sans stroma ni sérum afin de

déterminer l'expansion différentielle des cellules progénitrices normales par rapport

aux malignes et d'évaluer l'application clinique de cette approche. De plus, 5

combinaisons différentes de cytokines, composées du ligand de Flt3 (FL), de la

molécule de fusion entre IL-3 et GM-CSF (P), et de G-CSF (G), toutes trois ayant

démontré un potentiel d'expansion ex vivo significatif lorsque testées sur des cellules
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de donneurs «normaux», ont été évaluées pour leur capacité à induire une expansion

selective des cellules hématopoiétiques et des progéniteurs normaux de patients

atteints de LMC. Nos résultats ont démontré que les combinaisons de cytokines

comprenant P pouvaient induire l'expansion préférentielle des cellules totales Ph

matures et même des progéniteurs immatures bcr-abl . De plus, l'expansion des

cellules bcr-abl a été induite chez des patients en phase avancée de la maladie, peu

importe la proportion initiale de cellules normales et leucémiques. Nous pouvons

présumer que ces résultats encourageants le seraient encore plus chez des patients en

phase moins avancée de la maladie. Ces résultats fournissent aussi d'importantes

pistes quant au potentiel de prolifération induit par les cytokines et les cinétiques de

croissance compétitive des progéniteurs normaux de greffons composés tant de

progéniteurs bcr-abl que de progéniteurs bcr-abl .

Les cytokines FL et G, lorsqu'utilisées seules, n'ont pas démontré d'expansion

significative des cellules totales ou progénitrices. De plus, la proportion de cellules

normales et leucémiques est restée identique, après culture, en présence de ces

cytokines. Bien que PL ait induit une soudaine augmentation précoce (à 6 jours) de

la proportion de cellules clonogéniques, ceci a eu lieu dans un contexte de perte

cellulaire globale, et a plutôt reflété une survie transitoire des progéniteurs, avec mort

des cellules matures au lieu d'une réelle expansion. P a été le facteur seul le plus actif

avec un potentiel d'expansion à tous les stades de maturation évalués. Par contre,

avec ses 2 fractions IL-3 et GM-CSF, P ne peut pas être vraiment considéré comme

un facteur de croissance individuel. Le potentiel de prolifération de P a été

précédemment démontré dans les cellules normales où l'expansion de cellules

progénitrices humaines des lignées tant myéloïdes que mégakaryocytaires a été

observée, chez des primates. ' Bien que des études sur les cellules

hématopoiétiques d'origine murine aient suggéré que IL-1, IL-3 ou l'expansion ex

vivo elle-même puisse nuire à la capacité de reconstitution hématopoiétique à long

terme des cellules souches, leur utilisation chez les humains pour l'expansion ex

vivo des greffons de SP, possédant moins de 10% du nombre habituel de CD34', a

abouti à une reprise hématopoiétique rapide et maintenue, prouvant ainsi la sécurité
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de ces cytokines. '223 Dans le contexte des LMC, les progéniteurs leucémiques
produisent l'IL-3 de façon endogène, 224'225 laissant présumer que l'ajout
supplémentaire d'IL-3 par le biais de P aux cellules de LMC puisse promouvoir la

croissance des cellules leucémiques. Pourtant, nous avons observé l'induction

préférentielle d'expansion des progéniteurs hématopoiétiques nonnaux aux dépens

des progéniteurs leucémiques, bien que tous deux aient été exposés aux mêmes

concentrations relativement élevées de cytokines. Cette réponse atténuée des cellules

de LMC aux concentrations supra-physiologiques d'IL-3/GM-CSF exogène pourrait

être expliquée par le contrôle à la baisse de leurs récepteurs ou des mécanismes

altérés de signalisation des progéniteurs de LMC. Justement, des cellules Mo7e

transfectées avec bcr-abl ne contrôlent pas seulement la chaîne commune R du

récepteur d'IL-3/GM-CSF à la baisse, mais deviennent également insensibles à toute

exposition supplémentaire aux agonistes de ces récepteurs.22 Les résultats actuels
corroborent cette dernière observation en démontrant, pour la première fois, une

réponse altérée des cellules primaires humaines de LMC à ces deux cytokines et

donnant ainsi une explication possible à l'expansion préférentielle des sous-groupes

cellulaires non leucémiques, après culture in vitro.

Lorsque la combinaison P+FL a été évaluée chez des donneurs normaux, elle

a induit des expansions de cellules nucléées et de CFU-GM immatures en 7 jours de

culture ainsi que des LTC-ICs et des cellules immatures CD34 Lin-. ' En
combinaison avec GM-CSF, FL a aussi positivement affecté la thrombopoièse.87'227
Bien que l'ajout de FL à P ait joué un rôle positif, quoique limité, sur l'expansion des

cellules totales et des progéniteurs myéloïdes dans l'étude actuelle, les LTC-ICs ont

augmenté de 4 fois comparativement à P seul, permettant ainsi de préserver les

cellules progénitrices primitives. L'expression préférentielle de Flt3 sur les cellules
209,214,215,228,229 Un

J

souches hématopoiétiques pourrait expliquer cet effet bénéfique.'

avantage supplémentaire pourrait être noté. L'induction de matiu-ation des

progéniteurs LMC, par l'activité synergique de FL avec d'autres cytokines agissant

aux stades précoces de l'hématopoièse, augmenterait la croissance des cellules

souches et progénitrices par le recrutement de ces cellules de l'état de quiescence à
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l'entrée active en cycle. '' Cet effet promotionnel sur le cycle cellulaire des
doses phannacologiques de cytokines rendrait ces cellules plus sensibles à

l'élimination par agents thérapeutiques.

Quant au G-CSF, il a eu un effet positif sur toutes les cellules matures, CFU-

GM et BFU-E, et a augmenté la prolifération cellulaire de la fraction bcr-abl . Par

contre, cette cytokine n'a exercé aucun effet sur les cellules primitives LTC-ICs.

Bien que cette cytokine ait plusieurs cibles cellulaires, à différents niveaux de la voie

de differentiation granulocytaire, elle agit surtout sur les éléments les plus

matures.230-231

Les patients atteints de LMC peuvent entrer en rémission cytogénétique avec

l'interféron ou des inhibiteurs de tyrosine kinase.2 Malheureusement, une
proportion élevée de patients n'atteindra pas un statut Ph , ou deviendra résistante à la

thérapie. La majorité de ces patients n'a pas de donneur compatible. La
transplantation allogénique leur devient impossible. La transplantation autologue est

ainsi devenue une alternative de choix. Cependant, des études de marquage

génétique ont démontré que les cellules malignes présentes dans les greffons

autologues contribuent à la rechute après transplantation. Aussi, l'élimination des
progéniteurs de LMC des greffons de cellules souches représente-t-elle une tâche

titanesque, surtout en raison du niveau très primitif des cellules souches dans

lesquelles a lieu le rearrangement bcr-abl et la difficulté à séparer ces cellules des

progéniteurs résiduels normaux. Par conséquent, des approches de traitement in vitro

ont été conçues pour éliminer les cellules clonogéniques de LMC. Notons entre

autres les agents chimiothérapeutiques tels que la mafosfamide233 ou le 5-
fluorouracil,234 l'interferon gamma (IFN-y),235 la sélection immunophénotypique,
238 les oligonucléotides anti-sens,239'240 la culture à long terme185'199'241 et les agents
photosensibilisateurs.162' 243 Cependant, un des principaux obstacles de la purge ex
vivo en LMC demeure le très faible nombre de cellules progénitrices normales

présentes avant le processus de purge. Dans le contexte de stratégies de purge

hautement efiTicaces et de greffons fortement infiltrés, seuls de faibles nombres de

progéniteurs Ph- parviennent à résister au traitement ex vivo, même lors de purges
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très spécifiques.243 Le petit nombre de progéniteurs résiduels pourrait conduire à une
prise du greffon altérée ou retardée. A cet effet, des études sur modèles murins ont

montré que les cellules souches soumises à l'expansion ex vivo peuvent accélérer la

reprise hématologique de souris, après myéloablation et transplantation de quantités

accrues de cellules souches à fort potentiel de reconstitution à long terme.244-246 De

J

plus, des études sur patients atteints de cancer du sein indiquent que, malgré un faible

contenu en cellules CD34 ' , les greffons de cellules souches de SP, après expansion ex

vivo, peuvent être infusés sans risque aux humains et conduire à une reprise

hématopoiétique rapide et complète. '206' Quelques études ont également suggéré

que le processus de maturation, induit par les cellules après leur expansion ex vivo,

peut aussi être bénéfique puisqu'il semble réduire la période d'aplasie.28'205

La constatation que les combinaisons de cytokines comprenant P pouvait

promouvoir la prolifération cellulaire des cellules CD34' de patients LMC devrait

inciter à développer des stratégies visant la purge de greffons de cellules souches. De

plus, le recrutement de progéniteurs Ph-, induit par les facteurs de croissance, dans

des greffons sans colonies Ph décelables initialement, rassure quant à la persistance

de clones non leucémiques même chez des patients en stades avancés de la maladie.

Dans le futur, il faudra pouvoir déterminer quelle voie permet aux cytokines

d'induire l'expansion préférentielle des progéniteurs normaux d'individus atteints de

LMC. L'identification du rôle de la liaison stromale et d'autres cytokines deviendra

cruciale pour dissocier les effets in vivo des effets in vitro, puisque l'exposition

préalable in vivo, à des facteurs de croissance, a seinblé altérer les réponses cellulaires

in vitro.

Le système d'expansion ex vivo, décrit ici, n'a contenu ni stroma allogénique

ou dérivé d'animaux ni sérum. De plus, il n'a renfermé qu'un nombre limité de

facteurs de croissance approuvés cliniquement, facilitant significativement

l'application clinique de cette méthodologie et favorisant une reprise hématopoiétique

rapide. L'avantage prolifératif des cellules nonnales par rapport aux leucémiques

dans toutes les conditions testées, même chez des patients à des stades avancés de la
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maladie, est aussi très prometteur. En effet, la faible réponse des cellules

leucémiques de patients en phase accélérée ou en phase blastique aux cytokines

semble indiquer que l'activation endogène dépend potentiellement de leur

dissociation des effets modulateurs des cytokines. Dans le contexte de la

transplantation autologue de cellules progenitrices pour les patients atteints de LMC,

où les clones non leucémiques ne représentent qu'une infime fraction cellulaire, une

telle exposition à des cytokines sélectionnées devrait être plus qu'utile dans

l'implantation de stratégies efficaces de purge et la diminution du temps de reprise

hématopoiétique. Il sera également intéressant de mieux définir la capacité des

combinaisons de cytokines susceptibles de promouvoir la prolifération des cellules

progénitrices nonnales in vivo et de déterminer si cette stratégie peut être utilisée

pour augmenter la réponse à d'autres agents thérapeutiques.

J
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CHAPITRE 4

Profil de division des progéniteurs hématopoiétiques, une

explication à la prolifération préférentielle des cellules normales

par rapport aux leucémiques en expansion ex vivo

J
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n Chapitre 4. Profil de division des progéniteurs hématopoiétiques,

une explication à la prolifération préférentielle des

cellules normales par rapport aux leucémiques en

expansion ex vivo

Fort de l'effet différentiel exercé par les différentes cytokines exogènes sur

l'expansion des cellues progénitrices nonnales et leucémiques, nous pouvons

maintenant aborder l'analyse des mécanismes susceptibles d'expliquer pareil

phénomène. Les résultats du chapitre précédent ont suggéré que les cytokines GM-

CSF/IL-3 (Pixykine) (P), Flt3L (PL) et G-CSF (G) favorisent l'expansion des cellules

nonnales (bcr-abF) totales, des cellules progénitrices matures et immatures aux

dépens des cellules leucémiques (bcr-abl'). A la lumière de ces résultats, nous avons

émis les hypothèses suivantes quant aux réponses des cellules leucémiques suite à la

culture ex vivo (Tableau III).

TABLEAU DI. Hypotheses de réponse des cellules leucémiques à l'expansion
ex, vivo dans des conditions sans sérum et sans stroma
médullaire.

1-

2-

3-

4-

PROLH?ÉRATION DIFFÉRENCIATION MORT CELLULAIRE

^
^
x

x

^
x

^
x

^
^
^
^

u

Tel qu'indiqué au Tableau III, les cellules leucémiques auraient pu réagir aux

conditions de culture ex vivo définies au chapitre 3 selon 4 profils suivants: l- suite à

leur prolifération puis leur différenciation, elles pourraient mourir, 2- en proliférant,

sans différenciation, elles mourraient finalement, 3- sans proliférer, elles se
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différencieraient et mourraient, ou 4- sans prolifération ni différenciation, elles

mourraient.

Nous avons donc entrepris de confirmer ou d'infirmer ces hypothèses dans le

présent chapitre. Nous débuterons avec la description des échantillons et techniques

utilises, puis procéderons à l'exposition des résultats. Nous terminerons par la

signification que revêtent ces derniers.

4.1 Matériel et Méthodes

4.1.1 Patients et échantillons cliniques

Les échantillons de sang périphérique (SP) héparine ou de produits de phérèse

ont été obtenus, après consentement, de patients atteints de LMC et de doimeurs. Les

protocoles cliniques ont été préalablement approuvés par le Comité de Protection des

Sujets Humains de l'Hôpital Maisonneuve-Rosemont. Les caractéristiques cliniques

des patients sont présentées au Tableau IV. Tel que décrit au Chapitre 3, les cellules

CD34 ' des différents échantillons ont été sélectionnées par tri immunomagnétique en

utilisant des billes couplées à un anticorps anti-CD34, selon les instructions du

manufacturier (Dynal, Oslo, Norvège).

Les cellules mononucléées des échantillons de SP diluées dans la « Hank's

Balanced Salt Solution Ca2+- Mg2+-free» (HBSS) (Gibco BRL, Life Technologies,
Grand Island, NY) ont été isolées par centrifugation à l'aide du gradient de densité

Ficoll-Hypaque (Ficoll-Paque; Phannacia, Piscataway, NJ). Les produits de phérese

ont été soumis à un lavage plaquettaire à 800 x g pendant 5 minutes à la température

de la pièce.

-J
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TABLEAU IV. Données cliniques des échantillons de leucémie myéloïde
chronique utilisés

Exp. Symb. Nat. Tx
ant.

Mob. Stade JOf J6f

p P+FL P+FL+G

L.l

L.2

L.3

LA

L.7

L.8

L.9

L.10

•

A
x
^
-h
0

SP

SP

SP

SPM

MO

SPM

SPM

SP

HU

HU

HU

HU

HU

WJ

HU

HU

Auc.

Auc.

Auc.

mICE

Auc.

mICE

mICE

Auc.

PC

PC

PA

PC

PC

PC

PC

PC

73%

73%

95%

1%

90%

1%

89%

98%

72%

72%

95%

ND

78%

1%

65%

70%

70%

70%

80%

2%

83%

1%

78%

64%

79%

79%

87%

2%

85%

2%

87%

71%

Exp. indique l'expérience; Init., les initiales de chaque patient; Nat., la nature de
l'échantillon utilisé; SP, sang périphérique; SPM., sang périphérique mobilisé; MO
mœlle osseuse; Tx ant.. traitements antérieurs; Mob., le type de mobilisation; Auc.,
aucune mobilisation; mICE, miniIdambicine/Cytarabine/Etoposide; PC, phase
chronique; PA, phase accélérée; Ph, chromosome de Philadelphie; ND, non
determine; JO, jour initial de culture en milieu liquide; J6, jour 6 de culture en milieu
liquide; f, pourcentage de cellules Ph' déterminé par D-FISH; P, Pixykine321; PL,
FltS-ligand; G, granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF).

4.1.2 Cytokînes recombînantes humaines

La Pixykine321 (IL-3/granulocyte-monocyte colony stimulating factor (GM-CSF)

fusion protein) et le ligand recombinant humain Flt3 (rhFL) nous ont généreusement

été fournis par Immunex Corporation (Seattle, WA). Le «granulocyte colony

stimulating factor» recombinant humain (rhG-CSF) a été un généreux don de Amgen

(Thousand Oaks, CA).

l

u
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Une solution stock à 5 mM de CFSE [5-(et -6)- carboxyfluoresceine diacétate

succinimidyl ester. Molecular Probes, Eugène, OR] préparée dans du DMSO,

conservée à -80°C, a été ajoutée aux cellules CD34 diluées à 5 x 10 cellules/ml
dans une solution de HBSS, à une concentration finale de 2.5 [iM. Suite à une

incubation à 37°C de 10 minutes, les cellules ont été lavées à 3 reprises dans une

solution froide de HBSS/10% S VF afin d'interrompre le mouvement intracellulaire de

colorant, selon la méthode décrite par Lyons & Parish (1994).247 La fluorescence
cellulaire a été stabilisée par incubation de 15 heures des cellules à 37°C dans le

milieu de culture composé de milieu X-Vivo 15+2% L-glutamine +1% pénicilline-

streptomycine + 1% Albumine humaine), une technique modifiée de Nordon RE et al.
248(1997)."

4.1.4 Conditions de culture cellulaire

Les cellules CD34' colorées au CFSE ont été diluées dans un milieu sans

sérum et sans stroma, composé de milieu X-Vivo 15 (Biowittaker; Walkersville, MD)

auquel nous avons ajouté 1% d'albumine humaine, 2% L-glutamine avec les

cytokines suivantes seules ou en combinaison: Pixykine321 (P) (100 ng/ml), ligand

du Flt3 (FL) (200 ng/ml), G-CSF (G) (100 ng/ml), P (100 ng/ml) + PL (200 ng/ml) et

P (100 ng/ml) + FL (200 ng/ml) + G (100 ng/ml). Les cellules ont été cultivées sur

plaques de 12 puits (Nunc, Burlington, Canada) à l x 10 cellules/ml et incubées à
37°C avec 5% COz dans une atmosphère entièrement humidifiée pendant 6 jours.

Les cultures cellulaires ont été nourries tous les 2 jours par semi-déplétion, puis on

ajoute le milieu de culture complet avec cytokines, aux mêmes concentrations

qu'initialement. La cinétique de croissance des cellules au cours des 6 jours de

culture et le profil de prolifération au jour 6 ont été faits par analyse de cytométrie en

flux.

u
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4.1.5 Anticorps

Les expressions de CD34 et CD38 ont été évaluées du jour 0 au jour 6 de

culture avec les anticorps suivants: anti-CD34 couplé à la phycoérythrine (PE), anti-

CDS 8 couplé à la phycoérythrine-cytochrome 5 (PECy5) (Beckman Coulter,

Fullerton, ÇA). L'immunoglobuline G de souris conjuguée à la PE ou à la PE-Cy5 a

été utilisée comme contrôle isotypique. De plus, les récepteurs de portions Fc à la

surface cellulaire ont été bloqués par incubation des cellules avec l'immunoglobuline

de souris (Sigma-Aldrich Canada Ltd., Ontario, Canada).

4.1.6 Evaluation in vitro d'apoptose

L'apoptose a été évaluée par cytométrie en flux en 3 ou 4 couleurs avec l'anti-

Apo2.7-PECy5 (Beckman Coulter, Fullerton, ÇA) ainsi qu'avec l'AnnexineV biotinée

révélée par la Streptavidine-APC. L'AnnexineV (PharMingen, San Diego, ÇA) a été

utilisée tel que suggéré par la compagnie. Pour ce faire, l x 10 cellules, diluées dans
100 pl de tampon de liaison, ont été incubées à une dilution 1/20 avec une solution

d'AnnexineV-Biotine pendant 15 minutes à la noirceur, à la t°p. Ces cellules ont

ensuite été lavées et l'AnnexineV, révélée avec Streptavidine-APC (SAv-APC)

(Cedariane, Homby, Ont, Canada). Le 7-Amino-Actinomycine D (7-AAD)

(PharMingen, San Diego, ÇA) a été ajouté (à 0.25 ^g/2xl05 cellules) aux différents
temps de la période de culture pour discriminer les cellules viables des non viables.

Des cellules marquées uniquement à la SAv-APC ont été utilisées comme contrôles

permettant de déterminer les quadrants d'analyse de fluorescence. L'analyse par

cytométrie en flux a suivi.

4.1.7 A nalyse par cytométrîe en flux

Du jour 0 au jour 6 de culture, les cellules marquées au CFSE ont été

comptées par exclusion au Bleu de Trypan, incubées avec les anticorps ci-haut

mentionnés, puis analysées sur un appareil FACScan™ . Elles ont aussi été triées à

l'aide d'un appareil PAC Sort™ (Becton Dickinson, San José, ÇA) ou du MoFlo High

Speed Sorter (Cytomation Inc., Fort Collins, CO).
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Les sous-populations de phénotype CD34/CD38/AiuiexineV et

CD34/CD38/Apo2.7 ont été analysées selon leur profil de division (fluorescence en

FITC du CFSE). La fluorescence-contrôle de cellules non divisées a été détenninée

par culture de cellules dans un milieu sans facteurs de croissance.

La sous-population de cellules immatures CD34 CD38 a été triée selon le

nombre de divisions cellulaires par sa fluorescence en FFTC, puis analysée par

coloration au Wright-Giemsa, par essais clonogéniques de progéniteurs et par

hybridation in situ en fluorescence, pour les échantillons leucémiques. Les

pourcentages de CFCs bcr-abl positives et de cellules Ph ' ont ainsi été déterminés

selon le nombre de divisions cellulaires de la sous-population CD34 CD38 .

4.1.8 Analyse par hybridation in situ en fluorescence (FISH)

Aux jours 0 et 6 de culture, les cellules totales ainsi que les cellules triées
,+,CD34 ' CD38 aux divisions 0 à n ont été centrifugées sur lame par cytospin pour être

ensuite soumises à l'analyse par FISH. Brièvement, la technique de double-FISH (D-

FISH) a été faite avec une sonde spécifique à la séquence en ADN de bcr,

directement couplée à la rhodamine et avec une sonde spécifique à celle Sabl couplée

au FITC (Oncor, Gaithersburg, USA). Le gène de fusion, entre les signaux rouge et

vert, apparaît comme un signal jaune. Le système D-FISH permet en plus de

visualiser le signal de fusion fluorescent sur les 2 chromosomes 9 et 22, dérivés de la

fusion, impliqués dans la translocation du chromosome de Philadelphie. Un

minimum de 100 cellules a été évalué dans chaque condition, permettant ainsi

d'établir les pourcentages de cellules normales et leucémiques dans chaque situation.

4. l. 9 Essais clonogéniques de progéniteurs

Les cellules CD34 ' avec ou sans tri aux jours 0 et 6 de culture, diluées dans le

milieu de methylcellulose MethoCult (H4434; StemCell Technologies Inc,

Vancouver, Canada), ont été mises en plaques dans des puits de 35 mm et leur

contenu en cellules progénitrices, a été évalué selon les instructions du manufacturier.

Les colonies ont été observées à l'aide d'un microscope inversé (Leitz, Labovert FS),
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après 14 jours de culture à 37°C dans une atmosphère humidifiée, à 5% CÛ2 en air.

Les colonies ont été classifiées comme CFU-GM, BFU-E ou CFU-GEMM.

4.1.10 Reaction en chaîne de transcriptase réverse-polymérase (RT-PCR)

Les colonies individuelles ont été prélevées du milieu de méthylcellulose et

leur ARN a été directement extrait, soumis à la synthèse d'ADN complémentaire

(ADNc) ainsi qu'à une première amplification par PCR en une même étape, en

utilisant la trousse de RT-PCR en une étape de QIAGEN (QIAGEN Inc., Ont.,

Canada). La réaction a été faite selon les instructions du manufacturier. Les contrôles

positifs consistaient en ARN extrait de colonies positives à 100% en bcr-abl,

provenant d'un patient atteint de LMC. Les contrôles négatifs étaient des échantillons

d'eau traitée au DEPC remplaçant l'ARN.

L'extraction d'ARN, sa synthèse en ADNc et l'amplifîcation par RT-PCR

(QIAGEN One-Step RT-PCR Kit, QIAGEN Inc., Ont., Canada) ont été faites avec le

cocktail suivant pour chaque colonie: tampon 5X d'enzyme RT/Fa^ 5 pl, dNTP

(lOmM) ï[il, amorces externes 0.5 \il chacune (25 pM/|il) (amorce sens 5'bcr 5'

tacacgttcctgatctcctctgac 3'; amorce anti-sens Yabl 5' tatcggattctgggcctcgaaaagt 3';

amorce contrôle sens Vabl 5' atcacgccagtcaacagtct 3'; amorce contrôle anti-sens

5'abl 5' gcgaaaccccgacctattac 3'), , inhibiteur de RNAse (40U/^il) 0.15 \i\, mélange

d'eiizymes RT/7a^ 0.5 ^1 et 14.35 ^1 d'eau traitée au DEPC. Chaque colonie a été

directement diluée dans ce mélange.

Une PCR nichée a suivi. Un quart du produit de première PCR (5 ^1) a été

ajouté à un mélange de réaction composé de dNTP 2mM 10X 5 ^1, tampon KC1 10X

5 (il, amorces internes 0.5 ^il chacune (amorces internes: amorce sens 5' bcr 5'

tatgagcgtgcagagtg 3'; amorce anti-sens 3' abl 5' tcacaatagaggtgaccggt 3'; amorce

contrôle sens 5' abl 5' gcaatgccgctgagtatctg 3'; amorce contrôle anti-sens 3'abl 5'

cggtggcaacttactactac 3'), eau stérile 30.5 [il et Taq DNA polymerase (5U/pl) dans un

volume total de 50 pl. Suite à une incubation initiale à 94°C, 4.5 min, 35 cycles de

dénaturation ont suivi à 94°C, 15 sec, 60°C , 15 sec, 72°C , 30 sec et une étape finale

d'extension à 72 °C, 5 min.
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Les produits de PCR nichée ont été sépares par électrophorèse sur gel

d'agarose 2% dans un tampon de TAE IX avec Bromure d'Ethidium IX, visualisés et

photographiés sous UV.

4.1.11 Analyse des résultats

Les moyennes de groupes ont été comparées par analyse de variance de

facteiu-s individuels et par tests de signification statistique. Les différences

significatives entre données pairées ont été évaluées par le test-T de Student.

Après six jours de culture et suite à la définition par cytométrie en flux des

cellules progénitrices CD34'CD38 , le pourcentage de cellules de cette sous-

population à chaque pic de fluorescence en CFSE a été déterminé par des marqueurs

d'histogramme (technique modifiée de Nordon NE et al., 1997).2 Le ratio relatif de
cellules appartenant à chaque pic a été exprimé comme un pourcentage du total.

4.2 Résultats

4.2.1 Expansion ex vivo des cellules normales et leucémiques

L'expansion des cellules totales d'individus normaux et de patients atteints de

LMC a été évaluée à la suite d'une incubation avec des cytokines actives à diverses

étapes du programme de différenciation hématopoiétique (Figure 20). Les cytokines

P, PL et G ont été utilisées aux concentrations de 100 ng/ml, 200 ng/ml et 100 ng/ml,

respectivement, tel qu'indiqué au Chapitre 3. La période de culture de six jours a été

apparemment trop courte pour observer l'effet prolifératif différentiel des

combinaisons de cytokines (P, P+FL et P+FL+G) (p>0.05), pourtant présent après

douze jours (Chapitre 3). Ainsi, les résultats d'expansion obtenus avec P, P+FL et

P+FL+G ont été combinés pour chaque échantillon à cette étape de l'étude.

En seulement six jours de culture ex vivo, les cellules Ph (LN) ont présenté

1'augmentation (Fold Expansion) la plus importante en nombre de cellules totales

(13.3±2.3; moyenne±SEM), une expansion significativement plus élevée que celle,

tant de la fraction leucémique des mêmes échantillons (LL) (7.0±1.2) (n=23) (p=0.03)
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que des échantillons de donneurs normaux (3.9±0.5) (n=6) (p=O.OÏ) (Figure 20). Plus

particulièrement, parmi les échantillons leucémiques, une échelle de croissance des

cellules totales a pu être établie: les cellules LN des échantillons plus infiltrés (>70%

de cellules Ph ' au JO) (cf. Tableau P/ et Figure 20) présentant une expansion plus

élevée (15.6 ± 2.52) (n=18) que celle de la fraction leucémique (7.23 ± 1.4) (n=18)

(p=0.003) et supérieure aussi à celle des cellules LN des échantillons peu infiltrés

(<2% de cellules Ph+ au JO) (3.18 ± 0.48) (n=5) (p=0.04). Les cellules Ph~

d'échantillons peu infiltrés initialement (L4 et L8) ont proliféré de façon similaire aux

cellules normales d'échantillons N (2.3±0.5x et 3.9±10.5x, respectivement) (p=0.05).

Les nombres initiaux de cellules Ph n'ont pas influencé les profils d'expansion ci-

haut mentionnés.

J



99

n

Figure 20. Expansion ex vivo des cellules d'échantillons normaux (N), et
d'échantiiïons leucémiques (cellules Ph- ou LN, et PhT ou LL).

35

30

§25
•y-^
û0
S 20

&& 15
'0

£ 10

5

0

^r

X
x

• •

a

T ¥

*
^

T T T

N L LN LL

p>Q.Q5
•-

p=0.03
^=0.01

,+

J

Des cellules CD34', sélectionnées d'échantillons normaux (N) et
d'échantillons leucémiques (L), ont été mises en culture pendant 6 jours
dans un milieu sans sérum et sans stroma additionné des cytokines
P±FL±G. Au JO et au J6 de culture ex vivo, le pourcentage de cellules
bcr-abl (LN) et bcr-abl (LL) des échantillons leucémiques a été
determine par hybridation in situ fluorescente-double (D-FISH) tel que
décrit dans la section Matériel et Méthodes. Chaque symbole représente
l'expansion moyenne (Fold Expansion ou FE du nombre initial) de
chaque échantillon de cellules normales (N) (n=6), leucémiques totales
(L) (n=23), bcr-abl (LN) ou bcr-abl (LL), après incubation avec les
différents cocktails de cytokines. — : valeur moyenne de chaque
catégorie. **/?=0.01 pour la FE des cellules bcr-abl comparée à celle
des cellules N; *p=0.03 pour la FE des cellules bcr-abl - comparée à
celle des cellules bcr-abl ' .
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La contribution particulière des progéniteurs totaux, matures et immatures à

l'expansion des cellules totales a été évaluée par analyse de cytométrie en flux. La

Figure 21 présente une cinétique représentative du phénotype CD34/CD38 au cours

des six jours de culture. Les analyses de contrôles isotypiques ont permis de définir

les barrières de fluorescence afin d'exclure le marquage non spécifique. Le blocage

des sites de récepteurs des portions Fc, avant incubation avec les anticorps d'intérêt, a

permis de maintenir le marquage non spécifique des cellules pré et post-culture à un

minimum. Au JO et au J6, les pourcentages de cellules CD34', CD34'CD38' et

CD34'CD38- des échantillons normaux et leucémiques ont été évalués afin de

déterminer leur augmentation en nombres absolus (Figure 22). En six jours de

culture, chacun des trois sous-types cellulaires des échantillons nonnaux et

leucémiques a présenté une expansion. Les échantillons normaux et leucémiques ont

présenté des moyennes d'expansion semblables, tant au niveau des progéniteurs

totaux (CD34') qu'à celui des progéniteurs matures (CD34'CD38'). Pourtant, la

comparaison d'expansion entre les cellules CD34'CD38' nonnales et chaque

échantillon leucémique pris individuellement a montre une augmentation

signifîcativement plus élevée de l'échantillon L7 (8.5±3) par rapport aux cellules

normales (p=0.01). Par conti-e, au niveau plus immature des cellules CD34 CD38 ,

la situation a été différente, avec une croissance des échantillons normaux (36± 10.6)

supérieure à celle des leucémiques (14±2.3) (p=0.003). Ainsi, la croissance de la

fraction immature des cellules progénitrices contribuerait à l'expansion différentielle

des cellules nomiales par rapport aiix leucémiques.

J
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Figure 21. Cinétique de prolifération des cellules CD34/CD38 au cours de

6 jours de culture dans un milieu sans sérum et sans stroma.
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,+Phénotype CD34/CD38 de cellules CD34' sélectionnées au JO, d'une
experience representative, au sixième jour de culture. Les cellules
marquées avec les anticorps anti-CD34-PE et anti-CD38-PECy5 ont été
analysées par cytométrie en flux.
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Figure 22. Expansion ex vivo des cellules normales et leucémiques des

compartiments de progéniteurs totaux (CD34"), matures
(CD34+CD38+) et immatures (CD34+CD38-).
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L'expansion de sous-populations de cellules CD34' sélectionnées
d'échantillons normaux et leucémiques a été évaluée par cytométrie en
flux. Au JO et au J6 de culture ex vïvo en présence de P±FL±G, les
cellules ont été incubées avec les anticorps anti-CD34 couplé au PE et
anti-CD38 couplé au PE-Cy5. Chaque symbole représente la FE
moyenne de chaque échantillon. — : valeur moyenne de chaque
catégorie (Nonnaux ou Leucémiques). * ^=0.003 pour la FE des
cellules CD34 CD38 d'échantillons normaux comparée à celle des
échantillons leucémiques.
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A cette étape du projet, la nature progénitrice immature des cellules

CD34'CD38- devait être déterminée puisque, selon de récentes études, le phénotype

CD34'CD38 détecté après culture ex vivo ne définirait pas nécessairement une

cellule progénitrice immature à potentiel de repopulation in vivo En effet, selon

ces auteurs, le phénotype CD34'CD38- de cellules, après culture, serait plutôt dû à

une perte d'expression du CD38 à la surface des cellules plus matures CD34'CD38'.

Nous avons donc confirmé la nature immature des cellules CD34'CD38 produites

avec les combinaisons de cytokines utilisées ici, grâce au marquage des mêmes

cellules avec les anticorps anti-CD90 et anti-CD38. Le phénotype CD90+CD38~

définit théoriquement une fraction des cellules CD34 CD38-. Un exemple

représentatif d'analyse phénotypique des cellules CD34+CD38- et CD90 CD38- d'un

échantillon leucémique est présenté à la figure 23. Les diagrammes en point de cette

figure montrent que du JO au J6 d'expansion, la distribution des cellules de la région

R5 (CD34+CD38~) est comparable à celle de la région RI 3 (CD90 CD38-). Ces

résultats suggèrent ainsi que les combinaisons de cytokines utilisées ici n'ont pas

nécessairement induit la perte d'expression du CD38. De plus, quoique l'expansion

des cellules CD34'CD38- ait été légèrement supérieure à celle des cellules

CD90'CD38 , elles n'ont pas été significativement différentes l'une de l'autre

(p>0.05).

^
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Figure 23. Comparaison entre les phénotypes CD34 CD38 et
CD90"CD38 des cellules leucémiques produites en 6 jours de
culture ex vivo.

,+
Dans cette expérience représentative (n=6), les cellules CD34' de
patients atteints de LMC ont été mises en culture avec P seul (B et F),
P+FL (C et G) ou P+FL+G (D et H). Avant (A et E) et après les six
jours de culture (B-H), les cellules ont été marquées avec les anticoq)s
anti-CD34.PE et anti-CD38-PECy5 (A-D) ou, anti-CD90-PE et anti-
CD38-PECy5 (E-H) puis analysées par cytométrie en flux. R5 est la
région définissant la fraction CD34'CD38 et RI 3, la fraction
CD90 ' CD38-. Les colonnes représentent l'expansion moyenne ou Fold
Expansion (multiplication du nombre initial de cellules) de chaque
fraction cellulaire; les barres d'erreur indiquent l'erreur standard sur la
moyenne (SEM).
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Dans toute culture cellulaire, le nombre total de cellules viables détectées est

determine, non seulement par le taux de prolifération cellulaire, mais aussi par le taux

de perte cellulaire, par apoptose entre autres. Nous avons entrepris d'analyser ce

second aspect.

4.2.2 Mort cellulaire programmée ou apoptose

Aux stades précoces d'apoptose, la phosphatidylsérine, située du côté interne

de la membrane plasmique des cellules viables, est transloquée vers la surface

externe. Elle devient ainsi accessible à son ligand, l'AnnexineV, une protéine
dépendante du calcium, qui se lie aux phospholipides. L'apoptose est également
caractérisée par l'expression d'Apo2.7 (ou antigène 7A6). L'Apo2.7 est une
protéine de 38 kDa présente à la surface de la membrane mitochondriale dont

l'expression dans le temps parvient après l'exposition externe de la
phosphatidylsérine. Afin de déterminer l'induction d'apoptose, précoce et plus
avancée, au cours de la culture ex vivo, les cellules normales et leucémiques ont été

évaluées avec les marqueurs d'apoptose, l'AiuiexineV et l'Apo2.7, au JO et au J6

d'expansion.

Nous avons débuté par revaluation d'apoptose parmi les cellules totales. Il

fallait tenir compte du nombre de cellules positives au JO et au J6 ainsi que du

pourcentage qu'elles ont occupé à ces mêmes périodes. Au début de la période de

culture JO, après elimination du CFSE excédentaire, la proportion de cellules Apo ' a

été plus élevée parmi les échantillons leucémiques (3.3±0.5) que parmi les normaux

(0.4±0.2) (p=0.02), indiquant une plus grande sensibilité des cellules leucémiques à la
période de 15 heures d'incubation sans cytokines, une des étapes du protocole de

marquage au CFSE.

Du JO au J6, la culture ex vivo n'a pas induit un taux supérieur d'entrée en

apoptose des cellules d'échantillons normaux (n=5) (p=O.Ï9) ou d'échantillons

leucémiques (n=12 pour Apo2.7 et n=9 pour Ann V) (p=0.07 et /7=0.31,

respectivement) (Figure 24). Aucune de ces fractions cellulaires n'a atteint de
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proportions significativement plus élevées au terme des six jours de culture. Ce

résultat suggère que l'expansion différentielle des cellules nomiales et leucémiques ne

pourrait pas être expliquée par une induction accrue d'apoptose précoce ou plus

tardive, parmi les cellules leucémiques en comparaison aux cellules normales.

L'analyse de la mort cellulaire programmée, induite lors de la période de

culture dans la population de progéniteurs totaux (CD34'), a révélé une situation

différente de la précédente (Figure 25). Bien que du JO au J6, les pourcentages de

cellules CD34'Apo2.7' ou CD34'AnnV n'aient pas statistiquement changé dans les

échantillons normaux ou leucémiques (Figure 25 D, E, F), les échantillons normaux
et leucémiques ont réagi différemment lorsqu'on observe leurs nombres au JO et au J6

(Figure 25 A, B, C). En effet, la culture ex v;vo n'a pas induit des taux accrus d'entrée

en apoptose des cellules CD34 ' normales, bien qu'elle ait provoqué l'augmentation du

nombre de cellules leucémiques CD34 Apo2.7+ (p==0.0l) et CD34 AimV (p=0.04).

u
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Figure 24. Induction d'apoptose des cellules totales d'échantillons
normaux et leucémiques suite à la culture ex vivo.
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Au JO et au J6 de culture, les cellules d'échantillons normaux et
leucémiques ont été incubées avec les marqueurs spécifiques de mort
cellulaire programmée, l'anticoqîs anti-Apo2.7-PECy5 (Apo) ou
1'AnnexineV (Ann V) biotinée, révélée par le système de Sbreptavidine-
APC. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux dans la
région de cellules viables (7-AAD négatives). L'expression d'Apo2.7 a
été évaluée dans des échantillons normaux (n=5) (A,D) et leucémiques
(n=12) (B,E); la liaison de l'AnnexineV, dans des échantillons
leucémiques (n=9) (C,F). A-C) Nombres (xlO ) de cellules positives au
JO et au J6 d'échantillons normaux et leucémiques; D-F) pourcentages
de ces cellules dans l'ensemble de la suspension cellulaire. Chaque
symbole représente la moyenne des valeurs de chaque échantillon
incubé avec P±FL±G. — : valeurs moyennes de chaque catégorie.

J



109

Figure 25. Induction d'apoptose des cellules progénitrices CD34
d'échantiïlons normaux et leucémiques suite à la culture ex
vivo.
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Au JO et au J6 de culture, les cellules d'échantillons nonnaux et
leucémiques ont été incubées avec l'anticorps anti-CD34-PE et les
marqueurs spécifiques de mort cellulaire programmée, l'anticorps anti-
Apo2.7-PECy5 (Apo) ou I'AnnexineV (Ann V) biotinée révélée par le
système de Streptavidine-APC. Les cellules ont été analysées par
cytométrie en flux dans la région de cellules viables (7-AAD négatives).
L'expression d'Apo2.7 a été évaluée dans des échantillons normaux
(n=5) (A,D) et leucémiques (n=12) (B,E); la liaison de l'AnnexineV,
dans des échantillons leucémiques (n=9) (C,F). A-C) Nombres (xlO )
de cellules CD34 positives au JO et au J6 d'échantillons nonnaux et
leucémiques; D-F) pourcentages de ces cellules par rapport aux CD34
totales. Chaque symbole représente la moyenne des valeurs de chaque
échantillon incubé avec P±FL±G. — : valeurs moyennes de chaque
catégorie. **p=:O.QÏ pour le nombre de cellules leucémiques
CD34 Apo2.7 ; *p=0.04 pour le nombre de cellules leucémiques
CD34+AnnV+.
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Nous avons poursuivi l'analyse de l'effet de la culture ex vivo sur l'induction

d'apoptose dans les échantillons leucémiques, à des stades de maturation plus

précoces, soit ceux des phénotypes CD34'CD38' (progéniteurs matures) et

CD34'CD38- (progéniteurs immatures) (Figure 26). Bien que les cellules

CD34'CD38'AimV aient occupé des proportions plus élevées, parmi les

CD34 CD38+ leucémiques totales, tant au J6 qu'au JO (p=0.02) (Figure 26C), leur

nombre est demeuré relativement inchangé au cours de la même période (p>0.05)

(Figure 26A). Par contre, au niveau des cellules CD34'CD38 , où nous avions noté

une différence d'expansion entre les cellules normales et leucémiques totales (cf

Figure 22), une augmentation tant du nombre (Figure 26B) que du pourcentage

(Figure 26D) des cellules CD34 CD38-AnnV a été observée. Plus précisément,

l'augmentation d'induction d'apoptose a été la plus élevée pour L7; L9 a suivi puis

finalement, L 10. De plus, l'induction accrue d'apoptose des échantillons L7 et L9 a

été supérieure à la croissance des cellules viables AnnV (p<0.05). Cependant,

l'inverse a été observé pour l'échantillon L 10 où la culture ex vivo a plutôt semblé

exercer un effet de protection contre l'apoptose puisque moins de cellules ont été

induites à entrer en apoptose au ternie de la période de culture (p=0.0007).

u
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Figure 26. Induction d'apoptose des cellules progénitrices matures
CD34+CD38+ et immatures CD34+CD38~ d'échantillons
normaux et leucémiques suite aux 6 jours de culture ex vivo.
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Au JO et au J6 de culture, les cellules d'échantillons leucémiques ont été
incubées avec les anticorps anti-CD34-PE, anti-CD38-PECy5 et
1'AnnexineV (Ann V) biotinée, révélée par le système de Sti'eptavidine-
APC. Les cellules ont été analysées par cytométrie en flux dans la
région de cellules viables (7-AAD négatives). La liaison de
l'AnnexineV a été évaluée dans des échantillons leucémiques (n=9).
Les graphiques du haut représentent les nombres (xlû) de cellules
CD34+CD38+ (A) et CD34+CD38- (B) AmiV+ au JO et au J6; ceux du
bas, les pourcentages de ces cellules par rapport aux CD34"CD38" (C)
etCD34'CD38 (D) totales. Chaque symbole représente la moyeime
des valeurs de chaque échantillon incubé avec P±FL±G. — : valeurs
moyennes de chaque catégorie. **p=Q.Ol pour le nombre de cellules
leucémiques CD34 CD38-AnnV (A~); p=0.02 pour le pourcentage de
cellules CD34+CD38-AnnV+ (C); p=0.02 pour le pourcentage de
cellules CD34+CD38+AjmV+ (D).
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4.2.3 Profil de division des cellules normales et leucémiques

Puisque l'expansion cellulaire dépend aussi de la prolifération cellulaire, il

s'agissait également de répondre à la question suivante: les cellules nonnales

auraient-elles proliféré plus rapidement que les cellules leucémiques après six jours

de culture ex vivo, leur conférant ainsi un avantage d'expansion? Afin de répondre à

cette question, nous avons utilisé le CFSE pour sa capacité à se lier de façon

covalente à des protéines intracellulaires par un groupe succinimidyl et à permettre

revaluation directe par cytométrie en flux des divisions cellulaires. Au cours des

études initiales, afin d'établir un parallèle avec le protocole d'expansion du chapitre 3,

les cellules CD34' sélectionnées et marquées au CFSE ont été mises en culture

pendant douze jours. Les cellules obtenues à la fin de la culture n'avaient présenté

que de très faibles niveaux de fluorescence du CFSE, se rapprochant des niveaux

d'autofluorescence. Puisque l'intensité de fluorescence (CFSE) des cellules-fïlles

diminue de moitié par rapport à la cellule parentale, le protocole a donc été modifié

en ciblant six jours comme période de culture pour établir un profil précoce et

complet de division cellulaire. Ceci a permis le marquage simultané des cellules en

CFSE avec les anticorps d'intérêt. Pour les cellules totales, aucune différence des

profils de division n'a été observée entre les échantillons leucémiques fortement ou

faiblement infiltrés et les normaux.

Nous avons procédé à la définition, par cytométrie en flux, de populations

cellulaires, selon leur phénotype CD34/CD38 (Figure 27A). Les profils de CFSE

présentés à la figure 27B sont ceux de 3 échantillons représentatifs des échantillons

leucémiques (>70% Ph au JO), des échantillons normaux et des échantillons

leucémiques (<2% Ph ' au JO). Le marqueur à l'extrémité droite comprend les cellules

non divisées après les six jours de culture (Division 0). En six jours, au sein des

mêmes échantillons, les fractions CD34+CD38 et CD34 CD38~ se sont divisées

autant de fois l'une que l'autre (Figure 27B). Les histogrammes de la figure 27C

représentent les valeurs moyennes des profils de division des cellules CD34'CD38
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(histogramme du haut) et des cellules CD34 ' CD38- (histogramme du bas). Parmi les

cellules progénitrices matures (CD34'CD38'), alors que les échantillons leucémiques

(>70% Ph') ont présenté une majorité de cellules en divisions 5-6; celle des

échantillons normaux a été en division 7 et, quant aux échantillons leucémiques (<2%

Ph'), leur profil s'est étalé jusqu'à 9 divisions. De plus, parmi cette dernière

catégorie, un pourcentage relativement élevé de cellules CD34 CD38' est demeuré

en division 0 (8.7±2.1%) par rapport à des pourcentages de 0.3±0.05 et 0.7±0.1 pour

les échantillons normaux et leucémiques (>70% Ph' ), respectivement.

1+.
Pour les cellules CD34 ' CD38 , la différence de profils de division cellulaire a

été encore mieux définie. Ici encore, les cellules des échantillons leucémiques (>70%

Ph') ont présenté une majorité de cellules en divisions 5-6; les échantillons normaux

à la division 7 et les leucémiques (<2% Ph'), clairement à la division 8. Toutefois,

des pourcentages comparables de cellules demeurées indivisées ou en première

division ont été observés parmi les 3 types d'échantillons.

J
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^
Figure 27. Profit de marquage en CFSE des cellules progénitrices

matures (CD34+CD38+) et immatures (CD34+CD38~).
+

A) Exemple représentatif du phénotype CD34/CD38 de cellules CD34 '
sélectionnées initialement B) Au J6, l'intensité en CFSE des cellules
CD34+CD38+ (—) et CD34+CD38~ (—) d'échantillons leucémiques
fortement infiltrés au JO (> 70% Ph+) |i ) (n=19), normaux (• ) (n=6),
ou leucémiques faiblement infiltrés au JO (< 2% Ph ) || ) (n=5), a été
évaluée par cytométrie en flux. Présentation de 3 histogrammes
représentatifs. C) Les profils de division des échantillons ont été
évalués à partir de l'intensité moyemie de fluorescence des cellules au
JO de culture, pour déterminer le marqueiu- des cellules non divisées.
Chaque colonne représente la moyenne de distribution des cellules à
chaque division.

u
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Puisque l'apoptose a semblé jouer un rôle important dans la prolifération

différentielle des cellules normales et leucémiques, nous avons évalué les profils de

division des cellules viables des sous-fractions (Figure 28). Bien qu'aucune

différence majeure ne soit observée entre les profils de division des cellules viables

totales, d'échantillons fortement et faiblement infiltrés en Ph', la situation a été toute

autre pour les fractions cellulaires CD34 , CD34 CD38 et CD34 CD38-. Dans ces
trois cas, la majorité des cellules viables d'échantillons fortement infiltrés initialement

a présenté cinq à six divisions tandis que, dans les échantillons normaux ou

leucémiques faiblement infiltrés, cette majorité se situait à sept divisions.

Il fallait parallèlement connaître le stade de division auquel se trouvaient les

cellules entrées en apoptose. Les profils de division des cellules totales leucémiques

AnnV et Apo' ainsi que des cellules normales ont été déterminés (Figure 29). Les

cellules leucémiques AnnV et Apo2.7', et les cellules normales Apo2.7' ont toutes

trois présenté des pourcentages élevés parmi les cellules les plus divisées. Il faut

également noter que 5% des cellules leucémiques Apo2.7 en moyenne se situaient

dans la région de cellules non divisées, en quiescence, tandis que des pourcentages

signifîcativement inférieurs de cellules normales Apo2.7' se trouvaient à ce même

stade.

u
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Figure 28. Profils de division des cellules progénitrices viables CD34T,
matures (CD34+CD38+) et immatures (CD34+CD38~)
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Au J6 de culture ex vivo, l'incubation avec anti-CD34-PE et/sans anti-
CD38-PECy5 a permis de déterminer les régions de cellules CD34 ,
CD34 CD38+ et CD34+CD38- par cytométrie en flux. La mort
cellulaire programmée a ensuite été évaluée sur ces fractions cellulaires
à l'aide de l'anti-Apo2.7-PECy5 ou de l'AnnexineV biotinée, révélée par
Streptavidine-APC sur les cellules préalablement marquées au CFSE
(au JO).
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Figure 29. Profil de division des cellules normales et leucémiques en voie

de mort cellulaire au terme de 6 jours de culture ex vivo.
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Les cellules totales, préalablement marquées au CFSE, ont été incubées
avec l'anti-Apo2.7-PECy5 ou l'AnnexineV biotinée révélée par
Streptavidine-APC. Le profil de division des cellules normales et
leucémiques a été déterminé à partir de la région de cellules Apo2.7 ou
de cellules AnnexineV^ par cytométrie en flux.
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4.2.4 Enrichissement du potentiel clonogénique avec la culture cellulaire

Finalement, afin de tester l'effet de la culture ex vivo sur la fonction et la

nature des cellules progénitrices produites, nous avons effectué des essais

clonogéniques de progéniteurs à court terme sur des cellules CD34 CD38 triées à

chaque pic de division ainsi que sur la population CD34 CD38 totale. Tel

qu'indiqué aux Tableaux V et VI, la culture ex vivo a induit une expansion

particulièrement importante du potentiel clonogénique et du nombre total de CFC

bcr-abl~ d'échantillons leucémiques, fortement infiltrés (>70% Ph au JO; LN2). En

effet, tant en potentiel clonogénique qu'en nombre absolu de CFCs, l'échantillon LN2

a présenté les valeurs d'expansion les plus élevées. Dans les échantillons N, LL4 et

LN4, des valeurs intermédiaires ont été observées et finalement. Lie a présenté les FE

les plus faibles en potentiel clonogénique et en nombre absolu de CFCs.

TABLEAU V. «Fold Expansion» (FE) du potentiel clonogénique des CFCs
d'échantillons N et L au terme de 6 jours de culture en
presence de P seul, P+FL ou P+FL+G

FE LN4 LL4LN2 LL2N

0.85 27 0.70 NF NFp

0.59 2.07 2.71.71 62P+FL

0.41 2.70 4.52.48 37P+FL+G

Moy.±SD 1.68±0.81 42±18.03 0.57±0.15 2.39±0.45 3.6±1.27

CFC indique colony forming cell; N, normal; L, leucémique; FE, fold expansion;
LN2, valeurs des colonies bcr-abF~ de l'échantillon L.2 (cf tableau IV); LL2, valeurs
des colonies bcr-abl de l'échantillon L2; LN4, valeurs des colonies bcr-abl de
l'échantillon L4 (cf tableau IV); LL4, valeurs des colonies bcr-abl ' de l'échantillon
L4; P, Pixykine321; FL, Flt3-ligand; G, granulocyte-colony stimulating factor (G-
CSF).
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TABLEAU VI. «Fold Expansion» (FE) du nombre absolu de CFCs
d'échantillons N et L au terme de 6 jours de culture en
presence de P seul, P+FL ou P+FL+G

FE N LN2 LL2 LN4 LL4

p

P+FL

P+FL+G

4.51

4.80

13.16

1407

1199

1651

0.65

0.53

0.62

NF

0.54

0.83

NF

0.88

1.3

Moy.±SD 7.49±4.91 1419±226 0.60±0.06 0.68±0.21 1.09±0.29

CFC indique colony forming cell; N, normal; L, leucémique; FE, fold expansion;
LN2, valeurs des colonies bcr-abl de l'échantillon L2 (cf tableau IV); LL2, valeurs
des colonies bcr-abl de l'échantillon L2; LN4, valeurs des colonies bcr-abl de
l'échantillon L.4 (cf tableau IV); LL4, valeurs des colonies bcr-abl ' de l'échantillon
LA-, P, Pixykine321; FL, FltS-ligand; G, granulocyte-colony stimulating factor (G-
CSF).

Les tests clonogéniques sur cellules triées ont démontré que l'expansion ejc

vivo a permis d'enrichir le potentiel clonogénique des cellules progénitrices

d'échantillons normaux et des progéniteiu-s bcr-abF d'échantillons fortement infiltrés

en Ph' au JO, retrouvées en divisions 0-1 au J6 d'expansion (Figure 30). Au niveau

fonctionnel des progéniteurs, l'effet différentiel des combinaisons de cytokines a pu

être observé. En effet, PL et G ont exercé un effet de synergie sur P pour amplifier le

potentiel clonogénique des cellules nonnales et bcr-abl~ (Figure 30A et B). Par

contre, le potentiel clonogénique des colonies bcr-abl' quiescentes ou à une division

a été peu ou pas amplifié, suite à l'exposition à ces facteurs de croissance (Figure

30C).

J
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Figure 30. Potentiel clonogénique des cellules progénitrices CD34 CD38
triées à la fin de la période de culture selon leur position dans
le profil de CFSE.
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Au J6 de culture ex vivo, le profil de division des cellules
CD34 CD38-, tel que présenté à la figure 27, a été établi à l'aide de
l'intensité de fluorescence du CFSE pour un échantillon normal (A) et
un échantillon leucémique fortement infiltré au JO (> 70% Ph au JO) (B
et C). B, valeurs des progéniteurs bcr-abl~ et C, valeurs des
progéniteurs bcr-abl'. L'effet de chaque cocktail de cytokine sur le
potentiel clonogénique est présenté (P;— ; P+FL,- • ; P+FL+G,— ). Les
cellules CD34+CD38- des divisions 0-1, 2, 3, 4, 5 et 6 ont été triées
puis récoltées dans un milieu d'Iscove MDM ' 20% sénim de veau foetal
avant d'etre mises en culture dans le milieu semi-solide MethoCult tel
que décrit dans la section Matériel et Méthodes. Chaque point
représente le nombre de CFCs par 5000 cellules produit par les cellules
triées au pic de division d'intérêt, divisé par le nombre de CFCs par
5000 cellules dans la suspension initiale (au JO).
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A cette étape du projet, nous avons démontré que l'expansion préférentielle

des celliiles normales par rapport aux leucémiques suite à la culture ex vivo pouvait

être expliquée par trois observations principales: une expansion plus importante du

compartiment de progéniteurs immatures normaux, une induction plus élevée

d'apoptose dans les échantillons leucémiques que les normaux et finalement, une

proliferation plus rapide des progéniteurs viables bcr-abl~et normaux.

Les cellules totales bcr-abl- et les cellules progénitrices immatures normales

ont présenté des croissances cellulaires plus importantes que les cellules leucémiques

des catégories correspondantes, sous l'influence de la protéine de fusion IL-3/GM-

CSF en particulier. Ces résultats sont quelque peu inattendus puisque, malgré les

controverses, plusieurs chercheurs s'entendent pour dire que bcr-abl accroît la

proliferation et prolonge la survie des cellules hématopoiétiques, ' même lors du
retrait de facteurs de croissance des milieux de culture.254 Cette controverse

apparente pourrait être expliquée par une réponse proliférative accme des cellules

bcr-abl dans un environnement où leurs pendants leucémiques bcr-abl produisent

les cytokines IL-3 et G-CSF de façon endogène. L'indépendance des cellules bcr-

abl' aux facteurs de croissance expliquerait leur apparente neutralité face aux facteurs

de croissance tant exogènes qu'endogènes. Une grande controverse existe quant à

l'action paracrine eVou autocrine des cytokines produites par les cellules progénitrices

leucémiques. Tandis que certaines études avancent que les cytokines IL-3 et G-CSF

produites par les cellules leucémiques exercent un effet paracrin et non autocrin dans

le contexte de culture ex vivo155' certaines autres suggèrent qu'un effet tant autocrin
que paracrin serait exercé par ces cytokines endogènes.103'224'257 Quant aux cellules
normales, elles présentent l'avantage supplémentaire de produire, de façon autocrine,

la cytokine précoce FL par les cellules normales CD34 258 qui, en combinaison avec

les autres cytokines produites du milieu conditionné par les cellules CD34 ', stimule

la prolifération de ces cellules normales.
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Puisque l'expansion cellulaire implique tant la prolifération que la mort

cellulaire, nous avons évalué cette dernière par liaison d'AnnexineV (apoptose

précoce) ou par détection de l'Apo2.7 (apoptose intennédiaire). Nos résultats

indiquent que l'incubation initiale de 15 heiu-es, suivant le marquage au CFSE,

induirait des taux plus élevés d'apoptose parmi les échantillons leucémiques que les

normaux. Les cellules qui expriment bcr-abl seraient donc plus susceptibles d'entrer

en apoptose que les cellules nonnales en conditions sans sérum, sans stroma et sans

facteurs de croissance exogènes. Ce phénomène est plutôt surprenant puisque

l'expression de bcr-abl est plutôt associée à une prolifération indépendante des
facteurs de croissance exogènes.259 Le phénomène que nous observons revêt une
certaine similitude avec l'effet de l'agent pyrrolo-l,5-benzoxapenine-6 (PBOX-6) qui,

en moins de 24 heures en culture avec des cellules de LMC, induit la suppression de

l'effet anti-apoptotique des cellules bcr-abl' par im mécanisme indépendant de la

caspase-3 donc, indépendant des voies de signalisation de bcr-abl II est alors
possible que des mécanismes similaires induisent l'entrée en apoptose des cellules

leucémiques après les premières 15 heures d'incubation.

Nos résultats suggèrent aussi que la culture cellulaire avec les cytokines

ciblées (P, FL et G) induirait des taux d'apoptose accrus parmi les cellules

progénitrices CD34' leucémiques. Par ailleurs, dans les mêmes conditions, les

cellules CD34 ' normales ne seraient pas autant sensibilisées à l'induction d'apoptose.

Ceci suggère que les cytokines exogènes agiraient particulièrement siu- la sensibilité

des cellules leucémiques au processus apoptotique. Puisque les cellules normales

CD34' produisent des cytokines (FL, KL, Tpo, IGF-1) qui inhibent l'apoptose,

observée par activation de caspase-3, elles pourraient être protégées de l'induction du
processus apoptotique dans nos conditions de culture ex vivo

Parmi les progéniteurs leucémiques, la sous-fraction de cellules progénitrices

matures CD34'CD38' n'a pas semblé être significativement influencée par le

traitement aux cytokines exogènes. Par contre, les cellules CD34'CD38 ont

présenté des taux significativement plus élevés d'induction d'apoptose après la
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période de culture. Cette fraction cellulaire est particulièrement essentielle à observer

puisqu'elle fait partie d'un des compartiments cellulaires responsables de la

reconstitution hématopoiétique à moyen et à long ternie.2 L'expression des

récepteurs de cytokines à la surface des cellules CD34'CD38 leucémiques et

normales pourrait différer l'une de l'autre et ainsi, interférer avec la voie de

signalisation anti-apoptotique, caractéristique de l'expression de bcr-abl. En effet,

des cellules Mo7e exprimant bcr-abl présentent une expression significativement

diminuée de la chaîne P du récepteur d'IL-3/GM-CSF lorsque comparée aux cellules

Mo7e bcr-abl~226 Ce résultat suggère que les cellules nonnales (bcr-abF^) seraient
d'autant plus protégées des effets apoptotiques par leur expression normale des

récepteurs aux cytokines exogènes de notre système (IL-3, GM-CSF, FL et G-CSF).

Par ailleurs, on pourrait assister à la suppression de l'effet anti-apoptotique de bcr-abl

par les cytokines exogènes. En effet, on pourrait établir un parallèle entre l'effet de

ces dernières avec la protéine adénovirale E l A sur les cellules leucémiques en

particulier, puisqu'il a été récemment publié que l'action anti-apoptotique de bcr-abl

pouvait être contrebalancée par E1A.262 La protéine E1A agit en contournant l'arrêt
en G2/M imposé par bcr-abl et en permettant ainsi le démarrage de la cascade

apoptotique.

Compte tenu que l'expansion cellulaire dépend du taux de prolifération

cellulaire et du taux de mort cellulaire, nous avons poursuivi en analysant le taux de

proliferation des cellules nonnales et des cellules leucémiques, suite à l'action des

cytokines exogènes. Les expériences de suivi d'intensité du CFSE indiquent qu'il

n'existe pas de différence significative entre les profils de division des cellules totales

normales et leucémiques. Les différences d'expansion entre ces deux populations

ayant plutôt lieu aux stades plus immatures, nous avons analysé les profils de division

de leurs fractions progénitrices. Les différences de profil de division entre les cellules

normales et leucémiques semblent être plus marquées parmi les cellules progénitrices

immatures, tel que le cas se présentait pour l'induction d'apoptose. Ceci pourrait être

expliqué par les profils d'expression de gènes du récepteiir à l'IL-3 et du Flt3

significativement différents entre les cellules CD34'CD38' et les cellules
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CD34+CD38-.263 Tandis que la majorité de cellules CD34+CD38~ d'échantillons

leucémiques fortement infiltrés se situait à la cinquième ou sixième division, les

normales étaient rendues à la division 7 et les leucémiques faiblement infiltrés, à la

division 8. Ces résultats suggèrent que, dans cette population progénitrice immature,

les cellules normales provenant d'individus leucémiques auraient un avantage

prolifératif sur les cellules normales d'individus normaux et encore plus sur les

cellules d'échantillons leucémiques fortement infiltrés initialement. Ces données

poiuraient être expliquées par un taux d'entrée en cycle cellulaire plus rapide parmi

les cellules nonnales que les leucémiques accompagnée ou non d'une induction de

mort cellulaire, moins élevée parmi les cellules normales plus divisées que les

leucémiques. Pourtant, il a été publié que les cellules leucémiques entrent plus

rapidement en cycle que les cellules normales. Ainsi, il est possible que les cellules
progénitrices normales présentent un taux de renouvellement plus rapide que celui

des cellules progénitrices leucémiques une fois entrées en cycle.

Il faut toutefois considérer que les pourcentages de cellules à chaque division

(Figure 27) représentent la somme des cellules viables et en voie de mort cellulaire

évaluée dans chacune des sous-fractions. Nous avons observé que, tant dans les

échantillons normaux que les leucémiques, des pourcentages relativement élevés

d'apoptose précoce ont surtout eu lieu après 3 à 4 divisions. Ces observations

suggèrent que les cellules normales et leucémiques seraient programmées à subir un

certain nombre de divisions avant l'induction d'apoptose. Un tel délai pourrait être

expliqué par le fait qu'un inhibiteur d'apoptose pourrait être induit tôt après

l'induction en cycle des cellules et serait graduellement dilué avec les divisions

cellulaires subséquentes puis finalement, l'apoptose aurait lieu.'265

J

D'un autre côté, le profil de division des cellules viables a révélé un

ralentissement relatif des cellules progénitrices totales, matures et ùnmatures, des

échantillons leucémiques fortement infiltrés par rapport aux échantillons normaux ou

leucémiques faiblement infiltrés. Ces résultats suggèrent que, sous l'influence des

cytokines exogènes, le taux de doublement des cellules leucémiques serait ralenti ou

que celui des cellules normales ou bcr-abF serait accéléré puisque les profils
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d'induction d'apoptose semblent être relativement semblables parmi ces groupes.

D'ailleurs, il est publié que, sous l'influence des cytokines IL-3, IL-11 et SCF, le

temps de doublement des cellules progénitrices normales diminue sûrement à cause

d'une diminution du temps passé en G l du cycle cellulaire.

Prises dans leur ensemble, nos données suggèrent que l'avantage d'expansion

des cellules normales serait dû à un taux de prolifération accru de leur fraction viable

et à une induction accrue d'apoptose des cellules leucémiques. Il s'agissait finalement

de déterminer si ces cellules progénitrices, responsables en majeure partie des profils

de division différentiels entre échantillons normaux et leucémiques, avaient conservé

leur fonction clonogénique. Nos résultats indiquent que FL et G ont exercé une

action de synergie sur l'effet de P quant à l'enrichissement du potentiel clonogénique

des progéniteurs normaux, et surtout des progéniteurs bcr-abF~ d'échantillons

leucémiques fortement infiltrés initialement. De plus, cet enrichissement du potentiel

clonogénique des cellules, après culture, a été beaucoup plus faible pour les

progéniteurs bcr-abl. Les cellules normales et bcr-abl~ triées aux pics de division 0

et l ont particulièrement bien répondu à l'ajout de cytokines exogènes, présentant un

enrichissement allant jusqu'à 200 fois. De plus, bien que les divisions subséquentes

aient induit une diminution de FE du potentiel clonogénique, leurs valeurs étaient tout

de même augmentées par rapport à celles du JO. Quant aux cellules bcr-abl', leur

potentiel clonogénique a été drastiquement diminué avec des divisions croissantes,

suggérant que les cytokines exogènes utilisées auraient induit une perte de fonction

clonogénique des progéniteurs leucémiques au cours des divisions et ainsi, une

induction de différenciation. Par ailleurs, certaines cytokines peuvent induire la

différenciation des cellules leucémiques puisque leur défaut de maturation peut êti-e

supplanté par l'ajout de hautes doses de cytokines exogènes, bien au-delà des doses

physiologiques.'267

J

La différence de réponse des cellules leucémiques par rapport aux normales

pourrait provemr de leurs caractéristiques intrinsèques. Nous avons donc soulevé ces

questions en tentant d'y répondre par les mécanismes d'action de bcr-abl, puis par
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l'action des cytokines sur la combinaison des mécanismes physiologiques et des

réponses cellulaires.

Une des principales caractéristiques des cellules de LMC est l'expression de la

tyrosine kinase bcr-abl. Cette kinase active plusieurs voies de transduction de

signaux impliquées dans la prolifération et l'anti-apoptose des cellules LMC. Stat5 et

bcl-X jouent un rôle particulièrement important dans la survie in vivo de ces

cellules. ' Les facteurs de croissance stimulent la prolifération et la

differentiation des cellules hématopoiétiques par la fonnation de complexes de haute

affinité avec leurs récepteurs. De plus, les résidus tyrosine de ces récepteurs de

cytokines jouent aussi un rôle clé dans l'activation de familles de molécules de

signalisation, telles que Jak et Stat. Bien que le profil d'expansion favorable aux
cellules normales puisse impliquer des récepteurs de cytokines altérés, le dérèglement

de l'activation transcriptionnelle par bcr-abl, induit par les cytokines, pourrait aussi

être une des causes.

D'un autre côté, certaines cytokines comprenant GM-CSF et IL-3 qui ont

exercé, sous la forme de P, la prolifération différentielle la plus importante entre les

progéniteurs nonnaux et bcr-abl', modifient également le potentiel d'adhésion des

progéniteurs hématopoiétiques par la molécule de surface CD44.272 En induisant
l'adhésion à la matrice extracellulaire, les facteurs de croissance pourraient conduire à

un ancrage accru de la tyrosine kinase c-abl à la F-actine cytoplasmique.273 En
empêchant ainsi la translocation nucléaire de c-abl et l'induction d'expression de la

protéine p73, un homologue fonctionnel de la protéine suppresseur de tumeurs p53,274
les cytokines inhiberaient l'apoptose275 et favoriseraient l'activité cytoplasmique de c-
abl dans les cellules normales.276 De plus, bien que les cellules myéloïdes bcr-abl
expriment F-actine de façon accrue, cette dernière présente une organisation

anonnale231 conduisant à moins d'adhésions focales que dans les cellules nonnales.277
Ainsi, les cytokines pourraient accentuer la séquestration nucléaire de bcr-abl, et

convertir la tyrosine kinase bcr-abl en un activateur d'apoptose.278

u



128

n 4.4 Conclusion

Le suivi de prolifération et d'apoptose des cellules produites par notre système

de culture nous a permis d'élucider deux des mécanismes pouvant expliquer

l'expansion préférentielle des cellules progénitrices nonnales par rapport aux

leucémiques.

Puisque l'un des principaux buts visés par la culture ex vivo est la

transplantation subséquente des greffons après leur manipulation ex vivo, nous avions

également voulu nous assurer de la production de cellules progénitrices couvrant le

plus grand spectre possible de l'hématopoièse afin d'assurer une prise du greffon

rapide, tant dans les lignées granulocytaires et monocytaires que les

mégakaryocytaires.

C'est d'ailleurs cette dernière lignée qui a suscité un vif intérêt de notre part

car la reprise in vivo inadéquate du système mégakaryocytaire constitue un des

obstacles au succès des transplantations et peut se traduire par une thrombocytopénie

puis des infections aiguës chez les patients.

Le chapitre suivant traitera donc de l'application de l'expansion ex vivo en vue

de pallier ce problème de taille dans le domaine de la transplantation

hématopoiétique.

J
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Effet de synergie de cytokines dérivées de plaquettes matures
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Chapitre 5. Effet de synergie de cytokines dérivées de plaquettes

matures sur les cellules hématopoiétiques normales

La chimiothérapie à haute dose et la ti-ansplantation de cellules souches

hématopoiétiques sont souvent associées à la morbidité causée par l'anémie et la

thrombocytopénie. La thrombocytopénie en post-transplantation est attribuée à 3

facteurs principaux: la production inadéquate de facteurs de croissance

mégakaryocytaires, la relâche de cytokines inhibitrices après dommages à la MO, et

des nombres inadéquats de cellules progénitrices mégakaryocytaires dans le greffon

du donneur. On note également que la reprise plaquettaire est faiblement stimulée
par des cytokines telles que l'interleukine-3 (IL-3) et l'IL-6 qui, au contraire, induisent

des niveaux relativement élevés de cytotoxicité plaquettaire.280'281 Par contre, les 2
autres cytokines précoces, Tpo et MDGF, sont très efficaces dans la reprise

hématopoiétique de receveurs myélosupprimés.28 En fait, des études in vitro et in
vivo suggèrent que l'expansion des CFU-Meg de cellules destinées à la

transplantation, après une incubation de 2 jours avec un mélange de Tpo + c-kit

ligand + IL-1 a + IL-3, conduit à une production accrue de plaquettes chez le

receveur.28

Le saignement entraîné par la thrombocytopénie et l'anémie comptent parmi

les complications principales de la transplantation de cellules souches

hématopoiétiques. Des cytokines telles que le G-CSF et le GM-CSF ont été

administrées in vivo pour diminuer le délai de reprise neutrophilique après une

transplantation. Par contre, une reprise efficace du nombre de plaquettes devrait aussi

être d'une extrême importance.

Dans l'étude actuelle, notre intérêt s'est dirigé vers l'effet de l'expansion ex

vivo d'un mélange de facteurs de croissance extraits de plaquettes matures (PDFM),

développé par Thératechnologies Inc. (Montréal, Canada). Aussi, procéderons-nous

dans ce dernier chapitre à la description du matériel et des méthodes utilisées. Nous

poursuivrons avec la description et l'analyse de nos résultats.
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5.1 Matériel et Méthodes

5.1.1 Echantillons cliniques

Les CSPM ont été prélevées de donneurs volontaires normaux, après avoir

obtenu leur consentement informé, sous les protocoles approuvés par le Comité de

Protection des sujets humains de l'Hôpital Maisonneuve-Rosemont. Les cellules ont

été anti-coagulées avec de l'héparine sans préservatif.

5. l. 2 Facteurs de croissance

Un extrait de cytokines dérivées de plaquettes matures d'origine porcine,

développé par Thératechnologies Inc. (Montréal, Canada), a été testé quant à son effet

à doses croissantes sur des CSPM normales, après une expansion ex vivo en

conditions sans sérum ni stroma. Suite à l'extraction des facteurs de croissance

plaquettaircs et à leur caractérisation par profil en HPLC, il a été défini que l'extrait

de 10 plaquettes contenait les cytokines suivantes: Albumine 36.9 \ig, Fibronectine

20.1 ^g, Thrombospondine 17.4 ^ig, PDGF (AA, AB, BB) 0.269 ^g, TGF-pl 0.217

pg, TGF-R2 0.145 pg. Par ailleurs, l'Epidermal Growth Factor, 1'Insulin Growth

Factor-1, le Vascular-Fibroblast Growth Factor, le Vascular Epidermal Growth

Factor et IL-Ip, tous des facteurs impliqués dans la reconstitution tissulaire, riont pas

été détectés.

Le PDFM a été utilisé à des doses variant de 1/5 à 1/160 (v/v) avec les

suspensions cellulaires.

5.1.3 Cultures en suspension liquide

Les CSPM ont été mises en culture dans le milieu de culture sans sémm X-

Vivo 15 (Biowhittaker; Walkersville, MD), additionné d'albumine humaine 1%, L-

glutamine 2%, et des doses croissantes de PDFM (Theratechnologies Inc., Montréal,

Canada). Les cellules ont été mises en culture à l x 10 cells/ml dans des plaques de

24 puits (Nunc, Burlington, Canada) à raison de 2 ml par puits pendant 2 jours à 37°C

avec 5% de CÛ2 dans une atmosphère entièrement humidifiée. Les contrôles négatifs
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consistaient en suspensions cellulaires cultivées dans le milieu de culture, sans ajout

de facteurs de croissance. La période d'incubation optimale a été évaluée à 2 jours

avec le PDFM. Des périodes d'incubation plus longues ont conduit à l'agrégation des

cellules, sûrement à cause de la maturation des progéniteurs mégakaryocytaires en

plaquettes, tel que déjà identifié. Les cellules prélevées aux jours 0 et 2 ont été
diluées, comptées au Bleu de Trypan et l'effet dose-réponse des facteurs de croissance

a été évalué par calcul de la «fold expansion» des cellules totales et par les

caractéristiques clonogéniques des cellules post-expansion.

5.1.4 Quantification des progéniteurs clonogéniques par essais

clonogénîques de progéniteurs

Les CSPM prélevées avant et après 2 jours de culture avec les diverses doses

de PDFM ont été évaluées quant à leur potentiel clonogénique pour les lignées tant

myéloïdes que mégakaryocytaires.

Le potentiel myéloïde clonogénique a été évalué en mettant les cellules

d'intérêt en plaques dans un milieu de méthylcellulose (MethoCult H4434; StemCell

Technologies Inc, Vancouver, Canada) dans des puits de 35 mm en plastique selon

les instructions du manufacturier. Les CRJ-GM, BFU-E et les CFU-GEMM ont été

évalués après 14 jours de culture à 37°C (5% CÛ2), dans une atmosphère entièrement

humidifiée, à l'aide d'un microscope inversé (Leitz, Labovert FS).

L'évaluation du potentiel clonogénique mégakaryocytaire (CFU-MK) a été

faite aux jours 0 et 2 de culture ex vivo dans les conditions ci-haut mentionnées. Pour

ce faire, 0.1 ml de CSPM diluées dans l'Iscove's MDM (Gibco BRL, Grand Island,

NY) à 2.2 x 10 cellulse/ml ont été ajoutées à chaque tube de 2 ml de milieu Mega-
Cult™-C (MegaCult-C, Stem CellTechnologies, Vancouver, BC) contenant la

Thrombopoiétine recombinante humaine (rh) 50 ng/ml, IL-6 rh lOng/ml, IL-3 rh 10

ng/ml, albumine sérique bovine 1%, insuline pancréatique bovine 10 [ig/ml,

transferrine humaine saturée de fer 200 jig/ml, 2-Mercaptoethanol l O'4 M 2 mM, et
collagène 1.1 mg/ml. Le mélange de culture final (0.75 ml) a été distribué dans

chacun des 2 puits d'une lame de culture à 2 chambres. Suite à l'incubation de 10
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jours à 37°C, dans une atmosphère à 5% CÛ2, humidifiée, le milieu a été déshydraté

et les colonies ont été fixées avec un mélange de méthanol/acétone (1/3, v/v).

La détection des CFU-MK a été faite en colorant les cellules avec un

anticorps primaire spécifique à la glycoprotéine mégakaryocytaire humaine

GPIIb/IIIa (CD41), couplé à un anticorps secondaire biotinylé, révélé par un système

de détection d'avidine alkaline phosphatase. Les cellules ont finalement été contre

colorées dans une solution d'Evans bleu/Méthanol 0.5% p/v. L'évaluation a ensuite

été faite au microscope. Trois catégories ont été identifiées: colonies

mégakaryocytaires (Mk) pures (CFU-Mk), colonies Mk mixtes (contenant des

cellules Mk ainsi que des cellules d'autres lignées), et des colonies non Mk, surtout de

la lignée granulo-monocytaire.

5.2 Résultats et Discussion

5.2.1 Effet dffse-réponse de Vextrait de facteurs dérivé de plaquettes

(PDFM) sur la «fold expansion» des cellules totales

L'effet de doses croissantes de l'extrait de facteurs dérivés de plaquettes

(PDFM) sur l'expansion des cellules totales de prélèvements de SPM normal a été

évalué. La Figure 31 présente les valeurs de «fold expansion» de 4 expériences

différentes et leur valeur moyenne après 2 jours d'incubation, des suspensions

cellulaires avec des doses de PDFM variant de 1/5 à 1/160.

On note le maintien ou de faibles diminutions du nombre de cellules totales

aux concentrations testées (de 0.4 à 1.2 x). Des concentrations de 1/10 à 1/20 de

PDFM ont semblé être optimales pour le maintien du nombre total de cellules. Les

concentrations adjacentes de PDFM ont été au détriment de l'expansion cellulaire.

Puisque le PDFM est principalement composé de cytokines précoces, nous

avons procédé à revaluation de son effet sur les compartiments cellulaires plus

immatures, les progéniteurs myéloïdes et mégakaryocytaires.

u
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5.2.2 Expansion ex vivo des progéniteurs mégakaryocytaires en réponse à

l'extraît de facteurs dérivés de plaquettes (PDFM)

Les progéniteurs mégakaryocytaires ont été catégorisés en colonies CFU-Mk,

Non Mk et en colonies plus immatures, les Mk mixtes. Bien que le PDFM n'ait pas

semblé exercer un effet significatif sur l'expansion des cellules totales, il a toutefois

induit une expansion importante des CFU-Mk. Plus précisément, après 2 jours

d'expansion, les CFU-Mk ont présenté des expansions variant de 2.75 à 13.5 fois

tandis que les cellules incubées sans PDFM n'ont présenté que de modestes

expansions variant de 0.9 à 3.5 fois, en comparaison aux chiffres de CFU-Mk

initialement décelables. Les nombres de colonies les plus élevés ont été obtenus suite

à l'incubation avec le PDFM à la concentration 1/10 (Figure 32 A, B, C). L'effet a été

moins clairement défini pour les colonies Non Mk qui ont présenté un maintien

général de leurs nombres en réponse aux doses de PDFM testées. Les concentrations

de 1/80 et 1/160 ont uniquement maintenu les quantités initiales de CFU-Mk et de

colonies Non Mk (Figure 32C). Quant aux colonies immatures Mk mixtes, leurs

nombres sont demeurés généralement faibles. Cette constatation peut être expliquée,

d'une part, du fait que les échantillons de SP initialement mobilisés n'aient pas été

sélectionnés pour les cellules progéniti-ices CD34 ' et n'aient donc compris que l à 3%

de progéniteurs; d'autre part, que la période d'incubation ait été trop courte (2 jours).

5.23 Expansion ex vivo des progéniteurs myéloïdes en réponse à l'extrait

de facteurs dérivés de plaquettes (PDFM)

L'effet parallèle du PDFM sur les progéniteurs myéloïdes a aussi été évalué

puisque cet extrait contient des facteurs précoces tels que le PDGF qui agit aux stades

précoces de l'hématopoièse, même avant rengagement des progéniteurs à la lignée

mégakaryocytaire.29 Les nombres de CFU-GM ont présenté une croissance variant

de 1.3 à 2.9 fois après l'incubation de 2 jours en présence de diverses doses de PDFM

en comparaison à leur expansion sans PDFM. De plus, lorsque les chiffres du jour 2

ont été comparés aux chiffres initiaux, les CFU-GM ont présenté une expansion

variant de 0.5 à 3.2 fois (Figure 33 A, B, C). Un effet significatif du PDFM sur

l'expansion des BFU-E a été observé. Tel que présenté à la Figure 33, des
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incubations de 2 jours avec le PDFM 1/10 ont induit des expansions de BFU-E

atteignant 11.1 x (Figure 33A), suggérant ainsi que cet extrait de cytokines pourrait

exercer des effets très précoces sur l'expansion ex vivo des progéniteurs érythroïdes.

Quant aux colonies immatures CFU-GEMM, leurs nombres ont légèrement diminué,

à la suite de l'incubation avec le PDFM dans 2 cas (Figure 33 A et C); tandis qu'au

troisième cas, bien qu'aucune CFU-GEMM n'ait été décelable initialement, elles ont

atteint des niveaux relativement élevés au terme des 2 jours de culture avec le PDFM

(Figure 33B).

Ces données mettent donc l'emphase sur l'avantage que procurent les

cytokines extraites de plaquettes mâtures. De façon importante, ces dernières

produisent spécialement des cytokines qui agissent à des étapes précoces de

l'hématopoièse.

Dans des expériences futures, il sera très intéressant d'évaluer l'effet

fonctionnel du PDFM sur les voies d'agrégation plaquettaire, par exemple. Le PDFM

pourrait également être utilisé in vivo pour la mobilisation périphérique des

progéniteurs mégakaryocytaires et érythroïdes puisque ces 2 lignées ont semblé

répondre particulièrement bien au PDFM. D'ailleurs, une étude clinique a récemment

suggéré que l'administration in vivo de Tpo et de G-CSF a conduit à une reprise

hématopoiétique dans des délais cliniquement raisonnables.2 La reconstitution
hématopoiétique est également observée suite à l'injection de MGDF chez des souris

myélosupprimées.282

u
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n Figure 31. Courbes dose-réponse de la «fold expansion» des cellules
totales suite à l'incubation avec l'extrait de facteurs dérivés de
plaquettes (PDFM).
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Les cellules de SP mobilisé ont été incubées pendant 2 jours dans un
milieu de culture sans sénun avec des concentrations de PDFM variant
de 1/5 à 1/160 (v/v). Les contrôles négatifs (Cta'l) ont consisté en des
cellules de SP mobilisées incubées dans le milieu de culture
uniquement, sans facteur de croissance ajouté. Valeur moyenne de
«fold expansion» (Moy. ± SEM).
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Figure 32. Effet dose-réponse du PDFM sur l'expansion des colonies

CFU-Mk, Non Mk et Mk mixtes suite à 2 jours de culture ex
vivo.
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Aux jours 0 et 2 post-culture sans PDFM ou avec des doses de PDFM
variant de 1/5 à 1/160 (v/v), les cellules de SP mobilisées ont été mises
en plaques dans le milieu de culture Mega-CultC™. Après 10 jours
d'incubation à 37°C, 5% COî dans une atmosphère entièrement
humidifiée, les colonies ont été évaluées au microscope. A, Exp NP.2;
B,ExpNP.3;C,ExpNP.6.
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Figure 33. Effet dose-réponse du PDFM sur l'expansion des colonies

CFU-GM, BFU-E et CFU-GEMM suite à 2 jours de culture ex
vivo.
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Aux jours 0 et 2 post-culture sans PDFM ou avec des doses de PDFM
variant de 1/5 à 1/160 (v/v), les cellules de SP mobilisées ont été mises
en plaques dans le milieu de culture Metho-Cult™. Après 14 jours
d'incubation à 37°C, 5% CÛ2 dans une atmosphère entièrement
humidifiée, les colonies ont été évaluées au microscope inversé. A, Exp
NP.3; B, Exp NP.4; C, Exp NP.6.
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Conclusion Générale

Pour pallier les problèmes de contamination des greffons autologues par des

cellules malignes résiduelles et de transfusion de greffons contenant de faibles

quantités de cellules souches et progénitrices normales dans le contexte des

néoplasies hématologiques, nous avons entrepris de tirer profit des caractéristiques

moléculaires et cellulaires de deux types de tumeurs hématologiques.

Dans un premier temps, nous avons démontré le potentiel thérapeutique de

l'agent photosensibilisateur BPD-MA, le dérivé de benzoporphyrine monoacide A,

afin d'éliminer les cellules de lymphome non-Hodgkinien d'un greffon de cellules

souches hématopoiétiques. Ce volet de notre étude a mis en évidence que des

concentrations de 20 à 30 ng/ml de BPD-MA induisent l'élimination de 2 à 4 logs de

cellules lymphomateuses parmi des cellules normales. En parallèle, à ces

concentrations de BPD-MA (20-30 ng/ml), seulement 30% des CFU-GM immatures,

43% des CFU-GM matures, 24% des BFU-E et 40% des colonies endogènes ont été

éliminées. Ce type de traitement offre donc ime perspective intéressante pour le

traitement de greffons de cellules souches hématopoiétiques de patients atteints de

lymphome non-Hodgkinien.

Bien que le faible taux d'élimination de progéniteurs normaux ne devrait pas

altérer la prise du greffon, la reprise hématopoiétique pourrait être compromise dans

les cas où le taux d'infîltration par des cellules malignes est très élevé, et où les

cellules souches normales se retrouvent en faible nombre. Cette situation s'apparente

particulièreinent à celle de la leucémie myéloïde chronique (LMC) où seulement de

faibles proportions de cellules souches hématopoiétiques normales persistent tout au

cours de la maladie. Nous avons donc évalué le potentiel de cytokines exogènes à

promouvoir l'expansion de progéniteurs normaux de greffons de cellules souches

prélevées de patients en phase avancée de la LMC. Des cellules CD34 de patients

atteints de LMC ont été exposées à des cytokines dont l'utilisation m vivo est

autorisée: FltS-ligand (FL), Pixykine321 (P) (protéine de fiision entre GM-CSF et

IL-3), G-CSF (G), P+FL, et P+FL+G, incubées dans un milieu sans sérum et sans
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stroma jusqu'à une période de 18 jours, et évaluées quant à leur croissance

clonogénique par essais de progéniteurs à court et à long terme. De toutes les

combinaisons testées, nos résultats indiquent que P (±FL±G) a été la plus efficace et a

particulièrement induit l'expansion préférentielle de CFCs et LTC-ICs Ph aux

dépens de leurs pendants leucémiques, avec des valeurs d'expansion de 392.3±178.8x

par rapport à 17.3±5.9x (moyenne±SEM) pour les CFCs Ph en comparaison aux

Ph , et l.l±0.4x par rapport à 0.7±0.3x pour les LTC-ICs, respectivement.

L'expansion in vitro des CFCs leucémiques (CFU-GM et BFU-E) prélevées de

patients en phase accélérée ou blastique de la LMC a été marginale (0.4-3.2x) lorsque

comparée aux progéniteurs correspondants de patients en phase chronique de la

maladie (l 4-41x). Nos études ont démontré que les combinaisons de cytokines

comprenant GM-CSF/IL-3 ont été particulièrement efficaces à induire l'expansion

préférentielle de progéniteiu-s nonnaux aux dépens des leucémiques, et que ces

cytokines peuvent même agir chez les patients en phase avancée de la LMC.

Ce patron de croissance particulier des progéniteurs normaux et leucémiques,

jusqu'alors non atteint dans de pareilles conditions avec un cocktail réduit de

cytokines approuvées en clinique, a soulevé la question des mécanismes impliqués

dans le développement d'un tel effet sur l'expansion cellulaire, soit la prolifération,

la différenciation et la mort cellulaire des progéniteurs normaux et leucémiques, en

réponse à nos conditions de culture ex vivo. A cette étape du projet, nous avons

combiné revaluation de fluorescence du CFSE à la détection du chromosome de

Philadelphie et à celle de l'apoptose de cellules progénitrices CD34 afin d'établir une

correlation entre les patrons d'expansion des progéniteurs normaux et leucémiques, et

leurs profils de division cellulaire, leurs fractions apoptotiques et leurs degrés de

différenciation dans nos conditions de culture ex vivo. Nos résultats indiquent que

l'expansion préférentielle des progéniteurs normaux dans le contexte de la LMC

dépendrait de 2 facteurs principaux, i- la prolifération accélérée des cellules

progénitrices normales (Pb~) Qusqu'à 9 divisions en 6 jours) des échantillons de LMC

en comparaison à leurs pendants leucémiques (Ph ) (majorité des cellules à 5/6

divisions) ainsi qu'aux cellules normales (d'échantillons normaux); ii- des fractions
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apoptotiques plus élevées panni les cellules leucémiques que les normales, surtout

dans les échantillons à forts pourcentages initiaux de cellules Ph . Ces études

démontrent donc que l'expansion leucémique prédominante in vivo peut être

manipulée ex vivo afin de promouvoir la croissance préférentielle des cellules

normales résiduelles et ceci, malgré un encombrement leucémique majeur.

Finalement, bien que nous soyions par/enus à l'expansion préférentielle de

cellules normales dans le contexte leucémique, la thrombocytopénie et l'anémie sont

des problèmes souvent associés à l'autogreffe en LMC. Les extraits de plaquettes se

sont avérés ici, de façon tout à fait inédite, efficaces dans l'expansion des populations

de progéniteurs mégakaryocytaires et érythroïdes. Nos résultats indiquent qu'une

incubation de seulement 2 jours de cellules de sang périphérique mobilisé avec un

extrait de plaquettes matures PDFM (Platelet Derived Factor Mix) a induit

l'expansion tant de colonies mégakaryocytaires (CFU-Mk) (2.8-13.5x), de colonies

myéloïdes (0.5-3.2x) que de colonies érythroïdes (BFU-E) CJusqu'à 11.1x). Ces

observations suggèrent que l'incubation, en présence du PDFM, de cellules

progénitrices permettrait d'atteindre une reconstitution plaquettaire dans des délais

accélérés, et que cet effet pourrait même affecter la reprise hématologique myéloïde

et érythroïde.

Nos résultats permettent donc d'envisager la possibilité d'utiliser les

différentes combinaisons de cytokines afin de produire des greffons à fonctions

précises; la reconstitution myéloïde d'un côté, et les reconstitutions mégakaryocytaire

et érythrocytaire de l'autre, pour atteindre une efficacité thérapeutique optimale.

Nos études sous-tendent une application clinique et sont aussi déterminantes

dans la mise en évidence de la deregulation des mécanismes de prolifération des

cellules dans le contexte de la LMC. La capacité intrinsèque des cellules

leucémiques à produire des facteurs de croissance endogènes, spécialement dans les

cas de LMC en phase avancée, serait particulièrement avantageuse pour les cellules

normales résiduelles dans les conditions de culture ex vivo sans sérum et sans stroma

décrites ici. Nos résultats suggèrent donc un nouveau mécanisme biologique pour



0 expliquer la survie prolongée de progéniteurs hématopoiétiques normaux dans un

contexte d'invasion massive par des cellules leucémiques. Nous ouvrons ainsi de

nouvelles voies vers la compréhension de la relation entre la croissance des

progéniteurs Ph , celle des progéniteurs Ph , l'effet des cytokines IL-3 et GM-CSF

tant endogènes qu'exogènes, ainsi que l'absence de contrôle prolifératif du

microenvironnement leucémique sur les progéniteurs Ph et Ph dans nos conditions

sans sérum et sans stroma. Ainsi, grâce à notre système in vitro et à l'effet bénéfique

potentiel des cellules Ph sur la croissance préférentielle des cellules Ph décrite dans

noti-e étude, il sera intéressant de détenniner i- quel est le profil de cytokines

produites, après culture, par des échantillons de LMC à forts pourcentages initiaux de

cellules Ph et le comparer à des échantillons de LMC à faibles pourcentages initiaux

en cellules Ph ; ii- quelle est la contribution des facteurs inhibiteurs ou promoteurs de

croissance cellulaire, et des protéines transductrices de signaux de mort cellulaire ou

de différenciation dans les cellules Ph- et Ph , avant et après culture.

Finalement, il serait intéressant d'investiguer comment les mécanismes qui

confèrent un privilège de croissance aux cellules normales in vitro, pourraient êti-e

utilises afin d'identifier des approches thérapeutiques in vivo. Donc, le dérèglement

tumoral pourrait être altéré, à son tour, et supplanté par un «déséquilibre» des cellules

normales. En fait, en prêtant une grande attention aux phénomènes expérimentaux et

en intégrant ces données dans le contexte global des connaissances des cellules

tumorales, nous pourrions parvenir à une meilleure compréhension du tout complexe

que représente la transformation néoplasique.

J



n A cet égard, nous terminerons par une citation de Pascal tirée de «Pensées»:

«... les parties du monde ont toutes un tel rapport et un tel enchaînement
l'une avec l'autre, que je crois impossible de connaître l'une sans l'autre et

sans le tout.»
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8. MARROW PURGING AND STEM CELL
PREPARATION

DENIS CLAUDE ROY, NADINE BEAUGER and M.\RTIN GYGER

Division of Hematology-Immunology, Maisonneuve-Rosemont Hospital;
Department of Medicine, Université de Montreal, Qiiebec, Canada

INTRODUCnON

u

Aggressive therapeutic modalities using high doses of chemotherapy and/or radi-
ation therapy are now commonplace treatments, and are no longer restricted to
hématologie malignancies. Indeed, these intensive approaches can induce major
responses and remissions in patients with relapsed and even refractor)' diseases,
ultimately contributing to improve the disease-free-sun-ival of patients with high
risk hématologie malignancies, and, hopefully, solid tumors. The widespread use
of bone marrow transplantation (B\n~), probably better defined as progenitor
cell transplantation (PCT), also reflects the major improvements in patient
management that have resulted in significant lowering of the treatment-related
morbidip,' and mortalirv'. It is difficult to envision this rapid expansion in PCT
without the recent biotechnological advances, in particular the development of
(i) growth factors, which not only facilitate stem cell collection, but also deCTease
the duration of aplasia, and (ii) monoclonal antibodies (m.-\.bs), which permit
accurate identification and selection and,''or elimination of specific cell popula-
lions responsible for engraftment, graft-versus-host disease (GVHD) and relapse.

Monoclonal antibodies have enabled an accurate definition of each of the
different steps involved in the ontogeny of normal and malignant cells. Thus, it
is not surprising that these agents are amongst the most popular to purge blood
or marrow grafts of (i) their malignant cells prior to autologous PCT, or (iii their
T cells prior to allogeneic PCT. In this chapter, we will review- the principal
purging methodologies using m^bs either for the elimination of malignant cells
or defined normal cell subsets, and discuss clinical applications and outcomes. We
v\-ill focus primarily on the purging of hématologie malignancies, but ^-ill also
discuss important recent findings associated with the purging of solid tumors.
This chapter ^•ill be divided in two secdons corresponding to the tu'o main
strategies of treatment of the progenitor cell graft: (a) negative selection pro-
cedures to eliminate unwanted cells and (b) positive selection procedures to
isolate normal progenitor cells.

Relapse after Autologous Transplantation: What is the Contribution of
Progenitor Cell Craft Contamination to this Event?

Relapse is the priman- limitation of autologous PCT (Ritz et al., 1994). Relapse
can originate either from malignant cells in the host escaping elimination by the
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PURGING OR NEGATIVE SELECHON PROCEDURES

regimen or from residual tumor cells in the bone marrow graft
reinfused at the time of PCT (Gribbcn et ai., 1991 b). Hcm'cver, the source of
relapsing cells after autologous PCT has never been clearly defined. Nevertheless,
bone marrow is the primary site of disease either at diagnosis or relapse in almost
all patients with acute leukemia, a large proportion ofpau'ents mth lymphoma
and numerous solid tumors like neuroblastomas and small cell lung cancer
(SCLC). Furthermore, even when these patients reach complete remission,
residual malignant cells are detectable using either mAbs (Stahel el al., 1985;
Uckun et al., 1992). culture assays (Estrov rf al., 1986; Sharp d al., 1992), or
sensitive molecular techniques such as the polymerase chain reaction (PCR)
Ct'amaàzetal., 1990;Jonsson^a/., 1990; Ngane(a/-, 1989; Gribbenrfa/-, 1991a;
Hetu el al., 1994). In order to dearly determine whether or not malignant cells
from the bone marrow graft contribute to relapse, Brenner et al. have transferred
the neomycin-resistance gene into bone marrow graft cells from patients with
acute myeloid leukemia and neuroblasioma (Brenner ef al., 1993). Malignant cells
from patients relapsing following autologous PCT were sho^-n to possess the
reu-ovirally-introduced gene. These results indicate that occult malignant cells are
not only present in the marrow graft but most likely contribute to disease
recurrence. Consistent with this finding, Gorin et al. reported that patients mth
acute myeloid leukemia transplanted mth a purged marrow have a better
disease-free-sur^'ival than patients receiving unpurged marrow grafts (Gorin et al.,
1990). Furthermore, in patienu wth acute leukemia (Forman e{ a!., 1987; Rowley
et al., 1989; Uckun et al., 1992) and non-Hodgkin's lymphoma (Gribben et al.,
1991 b), a better prognosis is associated with lower numbers of detectable residual
tumor cells in the marrow graft follo^-ing purging, ^though these obsen'ations
are quite convincing, the genuine necessity for a "clean" stem cell graft remains
to be confirmed in controlled randomized clinical trials. One of the reasons
hampering the implementation of such trials has been the need to develop
selection procedures that (i) are highly eff'ective in eliminaung malignant cells,
(ii) preserve normal hematopoietic progenitor cells, and (iii) involve widely
applicable methodologies. During the last fifteen years, most efTorts have focused
on the first two aspects, resulting in the development of increasingly effective and
less harmful purging approaches. We may now be very dose to ansu-ering the
third requirement, which is needed to final))- make purging accessible and, most
importantly, évaluable in large randomized trials.

A variety of agents and techniques have been developed to purge selective cell
populations, mainly from remission marrow; these include primarily physical,
pharmacologie, photodynamic and immunologie methods. Physica] methods are
most diverse, and include centrifugation-based methodologies (albumin density
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gradients (Dicke et al., 1979) and counterflow elutriation (\Vagner et cd., 1990;
Preijers el al., 1994)), lectins (soybean agglutination for T-cell depletion fyoung
et al., 1992), peanut agglutinin to eliminate normal and malignant plasma cells
(Lazzaro et al.. 1995)), and h)-perthermia either alone or in combination mth
lipids (Min el al., 1994). Pharmacologie methods have been particularly favored,
using 4-hydroperoxycyclophosphamide or mafosfamide, either alone, or in
combination v^-ith other chemotherapeutic agents or immunoioxins (Douay d al.,
1989; Uckun el al., 1987; Rowley el al., 1991). Also new agents like cortivazol, a
giucoconicoid with an unusual structure (Juneja et al., 1995), molecules for
photodynamic therapy CTraul el al., 1995; Jamieson et al., 1993; Pal et al., 1996),
and cellular effector cells like NK cells or T cells (Scheffold el al., 1995; Cesano
el al., 1996), activated with IL-2 and/or other o-tokines (Beaujean el al., I995;
\rerma el al., 1994; Arbour et al., 1996) have expanded our horizon and represent
other appealing purging alternatives. Molecular approaches, primarily using
anti-sense oligonudeotides also show potential for the eradication of leukemia
cells (Bishop e/a/.. 1994).

Nevertheless, mAbs, which were among the first purging agents developed, in
association with complement (Stepan et al., 1984; Zola el al., 1987) or immuno-
magnetic beads (Kvalheim et al., 1988; Reading et al., 1987), and also in the form
of immunotoxin conjugates (Casellas et al., 1985; Stong et al., 1985) still remain
among the most practical and u-idely used. Preclinical in vitro studies have
demonstrated that virtually all of these techniques are capable of eliminating at
least 3 to 4 logarithms (logs) of malignant cells from normal human marrow.
UTiile non-immunologic methods usually show advantages in terms of reagent
availability, stanciardization and spectrum of activity' against numerous different
tumour cells, they are often burdened by non-specific loxicity against nonnal
hematopoietic progenitors. In addition, although some agents could eliminate
spedfic cell populations, like T cells, for the prevention of graft-versus-host
disease (G\'HD), their activin- was neither selective nor effective (Rosenfeld et ai.,
1995). Monoclonal antibodies have different limitations, such as the need to
ascertain the presence of the targeted antigen on the surface of malignant cells,
and potential heterogenein' in antigen expression of neoplastic cells. However,
the specifidt^' of mAb-mediated targeting, which enables extensive elimination of
distinct cell types and spares the majority of normal progenitor cells, represents
a major advantage explaining their widespread use and potential for future
applicadons.

Antibodies Directed against Myeloid Antigens

Anile myelogenous leukemia

Auiologous bone marrow transplantation is playing an increasing role in the
treatment of acute myelogenous leukemia (.\.ML) (Zittoun et cd-, 1995; Imrie et at.,
1996). Most impressive results were first achieved when high risk patients u-ith
ANIL, in second and subsequent remission, were treated by autologous PCT
using marrows purged with 4-hydroperox^'c)'clophosphamide or mafosfamide

jj
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O'eager el al., 1986; Korbling et al., 1989), but no randomized trial has beenFor first remission AML, a non-randomized study indicates thatpatients transplanted within the first 6 months after remission induction have animproved disease-free-sun-ival (DFS) when they receive purged rather thanunpurged marrow grafts (Conn et al., 1990). Purging with q-clophosphamidederivatives is yei a delicate procedure that must take into account the hematocrit,the nucleated cell concentration, the nature of cells and even the concentrationof plasma (Giarrauina et al., 1995). It is also associated with non-specific elimin-ation of normal hematopoietic progenitors, and some problems with plateletreconstitution were obsen-ed (Yeager el al., 1986; Korbling et al., 1989). Fortu-nately, some of these obstacles could be alleviated with agents like amifostine,which was recently shovsTi to protect normal progenitor cells from mafosfamidetoxicity (Douay et al., 1995). There are concerns over the role of purging ininducing q'togenetic abnormalities and secondar)' malignandes after autotogousPCT with mafosfamide or 4-HC purged marrows (Perot el al., 1993; Shah et al.,1993; Bassan et al., 1995). However, as secondar)' myelodysplastic syndromes and(eukemias were documented following unpurged PCT (Rohatiner, 1994), such aproposition is not substantiated at the present time.
Eiimination of malignant ceils with mAbs should have the advantage of spe-cificity and decreased toxicin-. However, in acute myelogenous leukemia (AML),selection of the optimal cell marker for purging is particularly difficult fornumerous reasons. First, antigens present on .\ML cells are extremely diverse,vi-ith their patterns of expression being usually associated with their F.-YB subtype,and few antigens being present on a majorin- of.-YML cases (Griffin et al., 1986;Wang et al., 1995). In addition, within individual patients, leukemia cells canexhibit considerable heterogeneit}' of antigenic expression (Griffin et al., 1981,1983b; Neame et al., 1986; Sabbath et al., 1985). Moreover, antigens present ondelectable AML cells may not correspond to those expressed by AML progenitorcells (Griffin et a!., 1983b; Sabbath et a!., 1985). Indeed, the maturation process,which prevails in AML cells, generates a majority of .\ML cells which are dif-ferentiated and non-dividing. In order to address this problem, se\eral indirectapproaches, using mainly t'n vitro donogenic assays, were developed (Sabbathet al., 1985; Lange et al., 1984: Griffin el al.. 1983a). Finally, selection of theappropriate target is complicated by the sharing of antigens on malignant andnormal myeloid progenitor cells (Sabbath et al., I985; Griffin and Lou'enberg,1986). Thus, eliminadon of AM L cells through a poorly selected target antigencould impair and even prevent progenitor cell engraftment.

The mAbs P.M-8I and AML-2-23, which react with difîerentiation anugensCD 15 and CD 14, respectively, were used by Ball et al. in association with rabbitcomplement (C) for purging of AML cells (Ball et al., 1986). PM-81 and.\ML-2-23 were chosen for m.\b purging because they react with the majority ofcells from 91% and 77% of cases with AML, respectively; they can also bind to amajority ofclonogenic AML progeniton (L-CFC) in 65% and 30% of^ML patients,respectively (Griffin et al., 1986; Griffin and Lowenberg, 1986). PM-81 bindsto a highly immunogenic pentasaccharide, lacto-N-fucopentose-III (LNF-III),and AML-2-23, primarily to F,A£-M4 and -M5 blasts. Interestingly, CD 15
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expression on AML cells has been shown to increase following treatment with
neuraminidase (Ball et al., 1991), and to result in higher depletion ofleukemia
cells (Bail el al., 1990b). CD 15 is also present on approximately 50% of normal
CFL'-GM progenitors, but neuraminidase has no efTect on LNF-III expression in
normal progenitor cells (Ball and Howell, 1988), and does not impair engraft-
ment (Bail ^ a/.. I990b).

This combination of mAbs and C was used to treat marrow grafts from 30
patients in first (6 patients), second (18 patients) or third (6 patients) complete
remission (Ball el al., 1990a). Median time to neutrophil engraftment* v\-as 30
days and time to platelet engraftment* was 45 days. These patients experienced
delayed T-ceII immune reconstitution, that did not translate into significant
clinically-related toxidty (Ericson el al., 1992). The relapse-free-sun-iva] (RFS) at
3 years was of 67% for patients in CR1, 25% in CR9 and 18% in CR3 patients.
These patients were followed for up to 9 years and additional patients entered in
a multicenter trial, to evaluate the curative potential of this treatment strateg)'.
A total of 63 patients with AML were thus transplanted while in CR1 (7 pis), CR2
(44 pts), CR3 (I pt), and first relapse (Rl: 11 pis) (Selvaggi et a/., 1994). The
preparative regimen of the first 36 patients consisted of CTclophosphamide
(Cy: 120mg./kg) and fractionated total body irradiation fTBI: 1200 cGy), and in
the subsequent patients ofbusulfan (Bu: 16 mg/'kg) and Cy. Engraftment occurred
at a median of 37 davs for neutrophils and 44 days for platelets (>20x 10/L).
The 4- to 5-year disease-free-sun'ival (DFS) was estimated at 53% for the 7 CRI
patients, 45% for RI patients and 30% for CR2/3 patients. Interestingly, patients
receiving Bu/Cy as preparative regimen had an impro\ed DFS over patients
receiving Cy./TBI. This could be attributable to a lower toxicin- of Bu/Cy,
particularly in the older patients, but other confounding prognostic factors such
as CD 15 expression on ,-VML blasts prevent definitive conclusions.

Fabriliis et al. used another mouse n\.\b (S4-7) reacting with CD 15 on human
myelomonoo-tic cells and selected acute myelogenous leukemia (.-VML) cells.
Seven .\ML patients, 6 in first complete remission (CR) and one in second CR
underwent auiologous PCT with S4-7+C purged marrow after BA\'C condition-
ing regimen (De Fabritiis ef a/., 1989). Granuiopoiesis recovered rapidiy at a
median of 20 days post-PCT. The patient transplanted in CR2 relapsed 3 months
after autologous PCT, and of the 6 patients transplanted in 1st CR. 3 remained
in continuous CR at 35. 47 and 57 montlis. It is noieworthv that AML cells from
2 patients, studied at the time of relapse, had a significant percentage of S4-7
negative cells that, in both instances, were not detectable either at diagnosis or
previous relapse, an observation that confirms the importance of eliminating the
earliest donogenic .-VML cells.

CD33 is a surface glycoprotein of 67 kd, member of the immunoglobulin
superfamily, and homologous to sialoadhesin, myelin-associated glycoprotein
and CD22 antigen, and a particularly appealing antigen to target AML cells

'In this section, neuirophil engraflmenl will be defined as the time 10 greater than O.axIO"
neutrophi{s''L
; In this seclktn, platelel engraftment will be defined as the time to greater than 20 x 10° pIatclcts/L
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(Simmons and Seed, 1988; Freeman et al., 1995; Griiïin et al., 1984; Takahashi
et al., 1992). Indeed, greater than 80% of AM L cells express this sialic add-

cell adhesion molecule (Freeman et al., 1995; Griffin el al., 1984;
1986). Moreover, it is found on the majority ofleukemia progenitor cells (L-CFC)
in almost all AVfL patients evaluated (95%) (Griffin and Lovvenberg, 1986). MY9,
a m.\b with reactivity against CD33, in combination with C is capable of
eliminating 3.6 logarithms (logs) ofclonogenic HL-60 cells (Griflin el al., 1984;
Roy et al., 1991). \Vhen its eiïect was measured against normal heroatopoietic
progenitors, ,\n'9+C inhibited the grouth of 99% of day 7 and 14 CFU-GM and
53% ofCFU-GEMM (Roy étal., 1991; Griffin et al., 1984; Griffin and Lowenberg,
1986). Following purging, hématologie reconstitution would thus probably orig-
inate from CFU-GEMM progenitors, which were only partially eliminated by such
treatment, and from the hematopoietic progenitor cells that do not express CD33
(Griffin, 1987). \Vith these results, Robertson et al. used CD33+C to treat marrow
grafts from 12 patients with AML in CR2 (10 pts), CRI (l pt) and CR3 (l pt).
Neutrophi] engraftment* was achieved at a median inten'a] of 43 days, and
platelet engraftment* at 92 days following autologous PCT. The DFS at 3 to 4
years was estimated at 33% with 4 patients in continuous CR at 3 to 5 years post
PCT. These results clearly demonstrate that it is possible to target AML
donogenic cells for purging, and that radical eradication of CFU-GM and even
panial elimination of CFL'-GEMM do not irreversibly impair engraftment.

Combinations of different purging techniques could increase treatment effi-
cacy. Indeed, the addition ofchemotherapeutic agents 4-hydroperoxycvclophos-
phamide (4-HC) and \T-16 to m-^bs M]95 (anti-CD33) and F23 (anti-CD13)with
C, increased leukemia cell elimination by approximately 3 logs, while sparing
hematoietic progenitors earlier than CFU-GM (Lemoïï et al., 1991). Similarly,
ara-C and VP-I6 s}'nergize with MY9+C to increase purging efficaq' (StifTrf al.,
199}). It is notCTvorthv (Jiat MI95+C induced much less elimination of .\ML cells
than \H'9+C, underlining the importance of m-Ab selection in C mediated
purging (Gee and Boyle, 1988). As in.Vo and C purging implies sequential
incubations and washes, methods were developed to increase not only treatment
efïicaq.'. but also its efficieno'. Continuous infusion of complement by an
automated cell processor, to replace early complement components which are
rapidly exhausted (Martin, 1987), was shown to increase c\'totoxicity, and reduce
treatment duration and reagents costs (Howell et al., 1989). Decay-accelerating
factor (D.AJ')(CD55) is a membrane protein protecting host cells from damage by
autologous C. In an attempt to increase C-mediated q'totoxidty, an anti-CD55
TnAb vk-as used to block D.\F activity; it was found to markedly increase target cell
lysis by human complement (Zhongrf al., 1995). .'Ml the methods described above
take advantage of rabbit complement to bind the murine mAbs and cause cell
lysis. Complement is, however, associated with numerous drawbacks including
limited availabilin, variable efïicac)' and non-specific toxicity, need for appropri-
ate standardization, not to mention the difïicult compliance with regulaion- issues
(See chapter on Regulator;, issues) (Roy et al., 1990a; Gee and Boyle, 1988).

In an attempt to fadlitate the use of mAbs by rendering them directly
cytotoxic, several groups have developed immunoconjugates. Thus, M 195, an
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anti-CD33 mAb, conjugated with iodine 131 was able to target marrow cells and
demonstrated significant leukemic C}'toreduction after in vivo administration
(Schwartzrf al., 1993). However, with a range of ^-emission of approximately 50
cell diameters, ex wvo purging with such radioacdve conjugates would most likely
cause irreversible damage to bystander-stem cells, preventing their i'n vitro use.
Immunotoxins (FTs) represent another alternative, and Myers et al. were the first
to produce an IT directed against AML cells by conjugating .-VML-2-23 (anti-
CD14) and MCS-2 (anti-CDI3) rrL\bs to the ribosome-inactivating phytotoxin,
ricin (Myers et al., 1988). Ricin consists of wo subunits, the A and B chains, which
are linked by a single disulfide bond as well as noncovalent interactions (V'itetta
el al., 1987; BIakey and Thorpe, 1988). The A chain is an enzyme which
inactivates the 60S subunit of eukan'otic ribosomes, and the B chain binds to
galactose-terminated oligosaccharides that are ubiquitous on eukary'otic cell
surfaces. Thus, lactose was added in vitro to block non-specific binding of the
whole ricin fraction of the FTs to norma] cells (Myers et al., 1988). Both ITs
selectively bound to target cells, inhibited protein synthesis, and prevented the
clonogenic grouth of fresh marrow blasts from .-Y.ML patients as well as KG-1
(.•VML) cells. Tecce et al. rather used saporin emitoxin (S.\P) conjugates, which
demonstrated low o'totoxicitv- in unconjugated form, and highly specific
q.-totoxidn- and favorable pharmacokinetic properties once conjugated to LAM3
and L\M7 nrL\bs (Tecce et al., 1991). These ITs yet suffered from a narrow
spectrum of activity against monoo'tes and M5b^ML. Nevertheless, the fact that
immunotoxins do not necessitate the complicated standardization procedures
associated with complement use, nor the sophisticated apparatus required for
magnetic purging methods, warrants further developments in this field (.arbour
étal., 1996).

Lambert ei al. had developed a technique to chemically block the nvo galactose
binding sites of the ricin B chain, thereby preventing non-specific linkage
to eukarv-otic cells (Lambert ef al; 1991 a;b). .An anu-\H'9-b]ocked-ricin (anti-
\rï'9—bR) FT, comprised ofanti-MY9 m-Ab conjugated to a modified whole ricin.
eliminated several logs of,\ML cell lines and patient cells (Roy el al.. 1991). .\<i
expected, ^n'9—bR was toxic to normal CFL'-GM, which express CD33 and also
to BFU-E and CFLJ-GEMM, although to a lesser extent. ^Tien compared to
anu-\nr9+C, anti-\fï'9 — bR could be used in conditions which provided more
effective depletion of A.ML cells with substantially less depletion of normal
CFL'<»M. Therefore, MY9-bR was used at high FT concentrations for short
incubation periods and evaluated for in vilro purging of AM L cells from
auiologou5 marrow.

A phase l/II clinical trial using anti-MY9—bR for purging of the marrow graft
was initiated in 2 centers, Maisonneuve-Rosemont Hospital in Montreal and the
Dana-Farber Cancer Institute in Boston. Twenty-six adult patients without an
HL.-V-matched donor undenvent autologous PCT for .\ML. Median age at PCT
was 40 years (range: 18-57). At the time ofhanest. I] patients were in CR1, 13
patients were in CR2 and 1 patient in CR3. Patient bone marrow was harvested
just prior to autologous PCT and purged with anti-\f\T9—bR. Al] patients
received Bu/Cy for preparative regimen. This IT eliminated 40% of en'throid
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tors and 60% ofmyeloid progenitors. Median lime to neutrophil engraft-
meiït* was -40 days (range: 17-64) and to platelet engraftment* was 63 days

•: 16-307). Patients transplanted with anti-\f\'9-bR experienced signiH-
cantlv more rapid neutrophil engraftment compared to patients receiving anti-
M^'9+C purged marrows (^=0.0005 for time to achieve a neuirophil count
greater than 0.1 x 109/L) (Robertson et al., 1994). Interestingly, 9 of the 11
patients transplanted in first remission are alive and in continuous unmaintained
complete remission, with a median follow-up of 28 months post-PCT. Five of 13
patients transplanted in second or subsequent CR are alive and leukemia-free
+18, +20. +21, +44 and +45 months post-PCT.

Hematopoietic engraftment is notoriously slow in patients with AML, even
when unpurged marrows are used (Lowenberg et al., 1990). The above mentioned
studies demonstrate that the selective elimination of early myeloid progenitor
cells, even those that are CD33 positive, may delay, but not prevent stem cell
engraftment. Thus, methodologies such as in vitro expansion may be useful to
induce maturation of progenitor cells prior to their administration and to shorten
time to engraftment. Nevertheless, slow engraftment was not associated w-ith a
higher incidence of procedure-related toxicity. Moreover, more than 60% of
patients with ANIL in first complete remission and treated by autologous m.Ab
purged marrow transplants have a prolonged DFS. Even more compelling is the
30% long-term DFS that we and others reported for patients transplanted in
second or subsequent remission, patients with dismal prognosis when treated by
standard approaches. These results warrant randomized clinical trials to clearly
define the contribution of rrL\b purging of progenitor cell grafts to long-term
sun'ival.

Chronic myelogenoiis leukemia

Results from 8 major centers compiled by McGlave el ai. show that autologous
transplants can be performed successfully in patients v.ith chronic myelogenous
leukemia (CML). Indeed, autologous PCT results in low procedure-related
toxicitv', adequate engraftment, and most impressively a sun'ival curv-e \\'ith a
plateau (McGlave et al.. 1994). Not surprisingly, contamination of the progenitor
cell graft by CML cells is of significant concern, and several centers use marrow
purging techniques. Options for purging ofCML cells were previously described,
ranging from long-term culture systems (Bamett et al., 1994), to interferon
administered ev. vivo (McGlave et al., 1990) or in vù'o (Carella et al., 1996), and
incubation with anti-sense oligonucleotides fTari el al-, 1994), 5-fluorouracil
(Jawiec et al., 1995), eilatin (Einat et al., 1995), etc. However, few studies have
used mAbs to purge CML cells, mostly because of the difficulty in specifically
targeting the very' early CML progenitor cells. \\Tien antigens such as en-th-
ropoietin receptor and HL.VDR were identified on the surface ofCD34+ CML
cells by Wognum et al. and Verfaillie et al., respectively, a major step forward has
been made (\\'ognum ei al., 1992; Verfaillie et al., 1992). It may now be possible
to identify benign primitive hematopoietic progenitor cells that can be distin-
guished from their malignant CML counterparts. However, limitations such as
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the number ofCD34+DR- progenitor cells, and the need for in vitro culture and
expansion may preclude the immediate application of these methods, but maybe
not for long! (V'erfaillie, 1994)

A-ntibodies Directed against B-Iineage Antigens

Neoplastic cells fi-om 80-85% of acute lymphoblastic leukemia (ALL) and
non-Hodgkin's lymphoma (NHL) patients originate from B-lineage cells, the rest
deriving primarily from T cells. The majority of B-lineage ALL cells express one
or more of the following antigens: la, CD19, CD10, CD9 and CD24 (,-\bramson
état., 1981; Kersey ri a/., 1981; Ritz rt a/., 1980; Freedman rf a/., 1988), which are
surface markers found on the surface of normal pre-B cells. Several lines of
evidence suggest that these leukemia cells not only share surface markers with
normal B-lineage lymphoblasts but that these .•\LL cells are in fact derived from
stages ofpre-B cell difTerentiation (Foa et al., 1989).

Acute îymphoblastic leukemia

B-lineage leukemia cells consistently express the same combinations of surface
antigens and can be classified according to their maturation stage (Nadler et al.,
1984). Early ALL cells, expressing HL.-X-DR alone or HL^-DR+CDI9+CD10-,
tend to be found in infants and young children and carrv- a poor prognosis. HL.A-
DR+CD19+CD10+ ALL represent approximately one third of .\LL and are
most frequently encountered in children. -\LL with an HL\-DR+CD19+CD20+
phenon'pe are detected predominantly overall (48% of .\LL). Patients with the
more mature B-ceII ALL phenotype (HL.\-DR+CD19+CD20+sIg+) are usually
adults and present a particularly aggressive disease (Copelan and McGuire.
1995).

Culture conditions were developed to study target antigens most frequently
found on clonogenic .\LL cells. Interestingly, the antigens detected on the
majorin- of,AI-L blasts, namely la, CD19, CD10 and CD9 were also found in be
expressed on the proliferating fraction of cells in this disease (Hudson el al..
1989; Uckun and Ledbetter. 1988; Freedman, 1996). This Finding suggests thai
surface markers present on the whole population of .ALL cells, whether thev are
dividing or not, also characterize the clonogenic precursor cells (Hudson et al..
1989).

Several groups reported on the use of autologous PCT to treat patients with
ALL who do not have a hisiocompatible donor. .\s shown in Table l. autologous
PCF was perfonned at all stages of the disease, sometimes in high risk first
remission, but usually in second or subsequent remission and rarely at relapse
(KersCT el al., 1987; Janossv- et al., 1988; Simonsson et al., 1989; Rizzoli el al.,
1989; Gorin el al., 1989; SaUan et al., 1989; Schroeder et al., 1991; Carey el al.,
1991; Cahnria/., 1991;Gilmoreriû/-, 1991; Schmidrfa/-, 1993; Uckunrta/., 1993:
Soiffer el ai-, 1993; Doney et al., 1993; Morishima et al., 1993; Fiere et al., 1993).
Most studies used purging procedures, m-^bs and C being the preferred option.
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Monoclonal antibodies varied be^-een centers, yet the targeted antigens were
mainly CD9. CD 10 and CD 19 for B-lineage ALL cells, and CD5 and CD7 for
T-ALL cells. \\Tien autologous PCT was performed in CRI, the DFS was in the
range of 50% at 3-4 years post-PCT. As observed in AML, the field of bone
maiT-ow transplantation suffers from the lack of randomized controlled studies.
Fiere el al. conducted one of the feu- large scale randomized studies comparing
autologous PCT and chemotherapy. They were not able to find a diHerence in
DFS beween auiologous PCT and chemotherapy arms, but late relapses occurred
niainly in the chemotherapy ann, and reanalysis after further follow-up wil] be
interesting (Fiere el al., 1993). For patients in second or subsequent remission,
the prolonged DFS was in the range of 20-30%, results highly similar to those
reported for allogeneic PCT in such high risk patients (Kersey et al., 1987; Fiere
et ai-, 1993). In fact, relapse was the main cause for treatment failure after
autologous PCT, and also a major determinant after allogeneic PCT (Kersey
et al., 1987; Fiere et al., 1993). '\\'hen added to the poor results of lymphocyte
infusions after allogeneic PCT for relapsed ALL, these results suggest that the
G\T eïïea may not be so active against .ALL cells (Kolb et al., 1995).

The high relapse rates after allogeneic PCT and the identification ofleukemic
burden as an important predictor of outcome show that present preparative
reginiens are insufficient to eradicate residual h. st .-VLL cells (Kersey et a/., 1987;
L'ckun et al., 1992; Fiere et al., 1993). .-Uso. the obsen'ation that leukemic
progenitor cells can be detected in the purged graft in numerous cases, coupled
with the highly variable efficaq- of different purging methods, suggest that the
most potent purging procedures will have to be identified and optimized (Uckun
el al., 1992; 1993; Roy et al., 1990a; Soiiïèr et al., 1993). However, methods for
the detection of patient ALL cells remain either complex and time consuming, or
difficult to reproduce. Ph+ .ALL oiïers a unique opportunin- to easily monitor
residual leukemia cells. Martin et ai. found that a cocktail ofanti-CD9, -CD 10 and
AB4 m-Abs coupled to immunomagnetic beads was consistently able to eradicate
PCR detectable cells from all peripheral blood progenitor cell grafts, confirming
that m\b purging approaches can be most effective (Martin et al., 1995). In terms
of clinical studies to evaluate purging, the European Bone Marrow Transplanta-
tion Group has reponed the results of autologous PCT in 560 patients with ALL
(Gorin et al., 1989). Patients with .•VLL were treated with heterogeneous condi-
tioning regimen and a majorin- of these patients had marrow purging according
to various protocols. In this retrospective analysis, a comparison of disease-free
probability for patients receiving purged versus unpurged marrou's showed a
trend in favor of marrow purging.

In summan', results of most studies ofautologous PCT have demonstrated that
this t\'pe of intensive treatment is a reasonnable approach to the treatment of
high risk first remission patients and can provide eiïective salvage therapy for
patients who have failed standard treatment. In most studies results ofautologous
PCT are similar to those obtained following allogeneic PCT in patients who have
HL.\-matched donors. Finally, the great majorin- of studies evaluating autologous
PCT in adult and pédiatrie patients and reporting interesting sun'ival have used
purging methods to eliminate residual neoplastic cells in the marrow grafts.

4
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r
Xaii-Hodgkin's lymphoina

Aiiiologous PCT is usually performed in patients with NHL who liave relapsed
following optimal chemotherapy and/or radiation therapy regimens. Indeed,
salvage chemotherapy in these relapsed patients can often induce CR, but these
remissions are usually of short duration and only a few of these patients can be
cured (Philip et al., 1987). In contrast, autologous PCT in this high risk patient
population can result in prolonged disease-free-sun'ival rates ranging from 30 to
50*^ (Freedman et al., 1990; Colombat el al., 1990; Petersen et al., 1990; Philip
et al., 1995; Stahel et al., 1995). Tliese impressive results were obtained with
difTerent conditioning regimens, using either purged or unpurged marrows.
L'nmanipuîated marrow grafts are almost uniformly used in patients without
marrow involvement at the time of han'est, and preferentially at any time since
diagnosis (Philip el a!., 1995; Stahel et al., I995). Purging of the marrow graft is
based on the histologie documentation of bone marrow infiltration at the time
of diagnosis or relapse in a large proportion of patients with NHL. In addition,
clonogenic methodologies have shown that lymphoma cells can be cultured from
hisiologically negative bone maiTows (Philip and Favrot, 1988; Sharp et al., 1992).
Tliese obsen'ations, coupled with the finding that molecular rearrangements
found in h mphoma cells were also detected by polymerase chain reaction (PCR)
in all relapsed patients, even after achieving a CR, suggest that bone marrow
purging should probably be performed even in patients with NHL who show no
evidence of marrow infiltration by conventional techniques (Gribben ef al.,
1991 a). Similar obser\-ations vi ere also made in peripheral blood stem cell grafts
(McCann el ai-, 1996). Nevertheless, the clinical implications of the persistence of
N H L cells in progenitor cell grafts is still debated.

.Among purging agents, some groups use 4-hydroperoxyq.-clophosphaniide or
mafosfamide (Gulati et al., 1992; Colombat et al., 1990), but most centers relv on
m-Xb-mediated purging methodologies. TTie nature of the donogenic cell in NHL
is poorly defined, but the mature phenon'pe of NHL cells suggest that its
clonogenic precursor is probably more mature than its ALL clonogenic counier-
pan. and therefore amenable to immunologie purging (Freedman, 1996). At the
Dana-Farber Cancer Institute, Boston, 114 patients with relapsed NHL and
maiTOws presenting a 14:] 8 translocation detectable by PCR had their bone
marrows purged with either anti-CD20 ni-\b+C, or anti-CDlO. -CD20 and
-B5+C. which could eliminate more than 3-4 logs of NHL cells (Gribben et al..
I991b). PCR detectable cells were eliminated from half of the patients. These
patients had a significantly better DFS than the other half of patients who
received a persistendy PCR positive marrow graft. This was true for patients with
up to 5% infiltration of the intratrabecular space, but all patients with higher
lymphoma cell content had a poor outcome. This suggests that 5% infiltration bv
lymphoma cells was the upper limit for efTicaq of this purging procedure, or
corresponded to the highest lymphoma burden that could be eliminated by the
preparative regimen. Studies of the Nebraska group, that did not use stem cell
purging, are also supporting a negative impact of progenitor cell graft contami-
nation by lymphoma cells (Sharp et al., I996). Indeed, when lymphoma cells
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coiild be grown from marrow grafts, these patients had a lower DFS than those
receiving grafts without detectable clonogenic lymphoma cells.

In follicular lymphomas, where marrow infiltration is prominent, Freedman
e( al. reported a -1-year DFS of approximately 45% after autologous purged PCT
(Freedman el al.. 1991). Rohatiner el al. deployed similar efTorts to purge grafts
from 75 patients with follicular NHL, and obtained an identical 4-5 year overall
DFS (Johnson el al., 1994). In the latter study, only 14% of marrow samples tested
negative by PCR for the t(I4;I8) after purging with a single CD20 mAb+C, while
marrow purging by the Boston group resulted in 50% of samples becoming
negative. This higher purging efficac)- could be attributed to the multiple mAb
approach of the latter group, yet other unexplored factors, such as the pre-purge
lymphoma burden, could explain this difference.

Other iiL-Yb purging methods include primarily immunomagnetic beads, which
can eliminate 3 to 5 logs oflymphoma cells after 2 n-cles of treatment with mul-
tiple mAbs (Kvalheim et al., 1988; 1989). Monoclonal antibodies are comprised of
IgG and/or Ig.M, and they can target even weaUy expressed cell surface antigens
(Kvalheim et al., 1988, 1989). Importantly, when utilized in small numbers of
patients for purging of peripheral blood progenitor cell grafts, such immuno-
magnetic beads did not affect engraftment (Dreger et al., 1995b; Straka et al.,
1995). Immunotoxins were also tested for the elimination of lymphoma cells
and shown to deplete similar numbers of clonogenic lymphoma cells (Roy
e! aï., I995b; Lamben et al., 1991 a; Uckun and Reaman, 1995). .-Mthough not
exclusively, several FTs target CD 19, an antigen expressed on all pre-B and B
cells, and nearly all B-cell leukemias (both acute and chronic) and lymphomas
(Freedman, 1996). .^nri-CD19 mAbs were mostly linked to eiLher whole blocked
ricin (and-B4—bR), deglycosylated ricin-A chain or other toxin moieties such as
PAP (B43-P.-^P) (L'ckun and Reaman, 1995; Ghetie e! al., 1995; Roy el al., 1995b),
and primarily administered in vivo to patients with B-cell NHL and also ALL in
clinical phase I-II trials (Uckun and Reaman, 1995; Sausville et al., 1995;
Grossbard et al., I993a;b). -•\nti-B4—bR is panicularly appealing for purging
because only a fev; hours of incubation are necessan- to induce ver)- high levels
of cy-totoxic acdvity, a factor mosi important in progenitor cell purging as it
decreases manipulation time, lowers chances of contamination by infectious
agents and facilitates laboraton' work. A phase I trial of auiologous PCT using
anti-B4 —bR as a purging agent was initiated in patients with high risk NHL (Roy
et al., 1995a). Preliminarv' results on 4l patients show that all patients évaluable
demonstrated engraftment with purged marrow, without signs of delayed neu-
trophil or platelet engrafunent. In addition, the 3- to 4-year DFS for these high
risk relapsed patients was 62%. This result, as well as those of other studies
reported above, justifies efforts to further evaluate the role of purging in PCT for
patients with NHL. Although it may be best evaluated in controlled randomized
trials, this patient population is highly heterogeneous and such studies may
benefit from stratification according to the level of contamination of the progeni-
tor cell graft. Furthermore, PCR positivit}- may not be sufficient because it can
detect an extremely large range oflymphoma cells. Fortunately, semi-quantitative
and quantitative PCR measurements of the numbers of malignant cells are now
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available and should permit accurate estimations of the lymphoma cell burden
present before and after purging (Hetu et ai., 1994; Meijerink et al., 1993).

Other hemûtologic maligruiiuies

Chronic lymphoo-tic leukemia (CLL) and multiple myeloma (MM) are other B
cell malignancies where autologous PCT is gaining ground. CLL cells are usually
CD19+, CD20+, CD23+, CD5+, CD22± and FMC7± (Matwes et al., 1994).
Rabinowe et al. purged marrow grafts of CLL patients with a combination of
rrL-Vbs directed against CD 10, CD20, and B5 in association with rabbit comple-
ment (Rabinowe et al., 1993). -Anti-CDIO m-^b is consistently absent from CLL
cells, and was used with the intent of eliminating theoretical early clonogenic CLL
precursors. Khouri el al. rather used a single anti-CD19 rrL^b wth sheep
antimouse IgG I-conjugated magnetic beads which resulted in a median depletion
of leukemic cells of 1.3 log (Khouri et al., I994). In both studies, CLL cells were
easily detectable by flow-CT'tometr)' or pathological examination in a majority of
patients before purging of the marrow graft. .-\fter transplantation, CLL cells were
not identified in numerous patients by Southern blot analysis and/or im-
munophenotyping, for periods extending up to 2 years. .Although interesting,
sur.-ival cun.'es are impossible to interpret because of the shon follow-up period.

Similar approaches were used for purging of multiple myeloma, using either
mAbs directed at CD] 0, CD20 and PCA-Ï with complement (.Anderson ei al.,
1993), or CD 19 and sheep antimouse IgGl conjugated magnetic beads
(Dimopoulos et ai-, 1993). In both instances, malignant cells could not be detected
by flow-o-tometrv after purging, yet PCR for CDR3 showed tumor ceU involve-
ment in 17 of 28 pauents before purging, and 10 patients after purging, .another
alternative is positive selection ofCD34+ cells, as multiple myeloma cells may
not express CD34 (\'escio et al., 1994). The role of purging in these diseases is
especially difficult to define as the role of autologous PCT itself remains
uncertain. It is probable that with such traditionally "incurable diseases", trans-
plantation, and most likely purging, may offer a better chance of cure in patients
with favorable prognostic fearures such as srage I disease, minimal exposure to
chemotherapy, and complete remission (.\nderson, 1995).

Elimination of malignant T cells, either leukemia or lymphoma, from progeni-
tor cell grafts can be performed efTectiveIy using immunotoxin conjugates,
immunomagnetic microspheres, or combinations of FTs and pharmacologie
methods (predominantly using 4-hydroperox7cyc)ophosphamidc or mafosfam-
ide) (Casellas et al., 1985; Stong et al., 1985; Uckun et al., 1987; Benolini et al.,
I997b). However, T-cell purging of autologous grafts was associated wth an
increased inddence of lymphoproliferative disorders, a complication Lhat signifi1
cantly hampered its widespread implementation (.\nderson et al., 1990).

Antibodies Directed against Antigens Found on Solid Tumors

Neuroblastoma is one of the first diseases for which marrow purging techni-
ques were developed. Although the necessity for marrow purging was never

IS

lj



SfflS»
St-s:

mi«CîrtîS ^mB«

?s

^

i

270 UKMS Cl-\L'DF. ROY. NADINE BE.ÀL'GER and M.\RTIN CYGER

conclusively deinonstrated, the rationale of marrow treatment is based on a
iitiinbcr of iiidirect Findings. In neuroblastoma, up to 50% of patients have
marrow inHliration detectable by light microscopy examination, and this number
ino-eases when niore sensiuve iinmunofluorescence techniques are used (Johnson
and Goldman, 1993; Moss ri a/., 1991). In addition, the infusion of marrow grafts
coiiinminated by neuroblastoma cells has been associated with the de\'elopment
of pulmonar)- métastases, an infrequent finding in neuroblastoma patients
(Glorieux el al., 1986). Moreover, large numbers of tumor cells in the marrow
graft have been sho^Ti to correlate with marrow relapse (Matthay et al., 1993).
Furthermore, ongoing studies by Rill et al. show that when patients with neurob-
lasioma relapse after autologous bone marrow transplantation, the malignant
cells harbor the genetic marker originally introduced in the marrow graft (Rill
el al., 1994). Thus, in a majority of clinical trials using auiologous bone marrow
transplantation for the treatment of patients with neuroblastoma, purging is
peiTonned, usually with mA.bs and immunomagnetic microspheres (Graham-Pole
et al., 1991; Matthay et al., 1993). Several m.-\bs are réactive against antigens
found on the surface ofneuroblastoma cells, and were used in combination to try
to bypass escape mechanisms, such as low antigen densit}', anugenic modulation,
and inter- and intra-pauent antigenic heterogenein' (Graham-Pole ri a^., 199I;
Matthay et al., 1993; Ladenstein et al., 1994). Recently, the antigen CD56 was
found to display high levels of expression on neuroblasioma cells and its
targeting with a blocked ricin conjugate (N901-bR) resulted in specific and
efîective o'toioxicin', suggesting that it may be one of the best target antigens to
deplete neuroblastoma cells (Roy et al., 1996).

.^fter PCT with purged marrow grafts, hématologie reconstitution seemed
delayed, v\'ith neutrophil engraftment extending up to 100 days. \\'hile marrow
purging procedures were only marginally implicated, pre-existing factors such as
cumulative chemotherapy and inten-al from last chemotherapy to han-est were
sho\\Ti to be associated with slow engraftment (Graham-Pole et al., 1991). There
were also concerns thai the high relapse rates obsen'ed after autologous purged
PCT could be attributed to the persistence of malignant cells in the graft at levels
belo\v détectable thresholds, -although possible, the above purging procedures
could remove more than 3-4 logs of tumor cells, resulting in contamination of
marrow grafts by less than I tumor cell in 1 O5 marrow cells (Graham-Pole et al.,
1991; Ladenstein étal., 1994; Matthay ^ al., 1993; Roy ^ a/., 1996). In addition,
similar relapse rates were obser^-ed following allogeneic PCT, rather suggesting
that neuroblastoma cells in the host escape elimination by the preparative
regimen (Matthay et al., 1994; Ladenstein et al., 1994).

Several m.\bs were also developed against solid tumors, including brea&t cancer
and small cell lung cancer (SCLC) (Staheï ef al., 1994). Conjugation of these mAbs
^\-ith toxins or their association with magnetic microspheres produces agents
capable of eliminating more than 3-5 logs of malignant cells from progenitor cell
grafts (Myklebust et al., 1994; Zangemeister-Wttke el al., 1994; Roy et al., 1996).
The fact that progenitor cell treatment methodologies are now eiïecth-e, access-
ible and close to standardization, along with the extremely rapid expansion of
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PCT for the treatment of patients with solid tumors, will most likely favor the
implantation of purging methodologies in this field. s

T-ceU depletion in allogeneic progenitor cell Iraruplai'tWion
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Graft-v-ersus-host disease (GVHD) is a major obstacle to successful allogeneicPCT, and results from an alloreaction ofT-tymphoo-tes against normal host cells,primarih- skin, liver and gut. Tlius, T-ceII depletion of the man-ow graft istheoretically the most logical approach to decrease the incidence and severit)- ofG\'HD. Most groups have used rrL-\bs for pan-T cell depletion, and shown thatthe inddence of both acute and chronic G\'HD was signiïïcantly decreased(Mitsuvasu el al., 1986; Henslee et al., 1987; Pollard c/ al., 1986; Goldman ^ a/-,1988; Granvoht et al., 1993). However, the troublesome ïïnding of a higherincidence of leukemic relapse indicates that T-cell depletion also eliminatesdonor cells with graft-versus-leukemia (GVL) activin-, i.e. capable of eradicatinghost leukemia cells (Mitsuvasu et al., 1986; Henslee el al., 1987: Pollard el al.,19S6; Goldman étal., 1988; Granœhlriû/., 1993). In fact, relapse raies increasedto such ai-i extent that the sun-ival advantage afforded by the decreased severin-of G\'HD was absent or even decreased in comparison to patients receivinguniiianipulated marrow graris. Thus, the most pertinent question became: is it
possible to dissociate G\'HD and G\T. efTectors?Boiiin et al. have demonstrated that, in -•YK-R mice. the G\'L effect can beincreased by alloimmunization, without increasing G\'HD (Bonin et al., 1979). Inaddition, Truitt et al. were able to generate clones of a-totoxic T lymphoCT'ies(CTL) directed specifically against either leukemia cells only, nonnal cells only,or against these 2 cell t\-pes fTruitt el a!., 1983). These results suggest that G\'Leffect and G\'HD can occur as t\\-o separate phenomenons and that in theseinstances the effector cells are probably distinct (Bortin e! al.. 1973). Therefore.the ideal option would be to selectively deplete grafts of T cell subpopulationsonly responsible for graft-versus-hosl disease (G\'HD), and presen.'e T cells with
G\'L activin-.Depletion of CD6+ (anti-T12) T-cell was atiempied by Ritz el al. in order toeliminate "mature" T lymphoc\'tes of the marrow graft prior to allogeneic PCT(Roy et al., 1990b; SoifTer et al., 1992). Such an approac-h spares NK cells and asmall proportion ofT-cells, CD4+ or CD8+ (Rohatiner et a/., 19S6; Rasmussenel al., 1994). Champlin et al. rather opted to eliminate CD8+ T-cells from themarrow- graft, sparing CD4+ T cells and a majorin- of NK cells (Champlin el al.,1990). In both instances, such efforts at selective T<ell depletion resulted in a lowincidence ofGX'HD (Champlin et al., 1990; Soiiïerc/ al., 1997). In addition, graftrejection, which was previously found to be a major problem in non-selectiveT-ceU depleted transplants, occurred with an incidence comparable to thatobserved in transplants with unmanipulated marrow grafts (Soiffer c/ a/-, 1992:Champlin el ûZ-, 1990; Voltarelli el al., 1990; Soiffier ef a/., 1997). Mixed chimerismwas documented in 51% of patients receiving CDo-depleted marrow grafts, andit correlated with lower numbers of CD4+ cells early post-PCT, but not with
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relapse, sun'ival and disease-free-sun'ival (Roy el al., 1990b). These results suggest
that ttie subset of cells responsible for the GVL efTect is disu'nct from those that
may be responsible for preventing recurrence of normal recipient hematopoiesis.

Pichert el al. explored the respective roles of T-cell depletion, ablative
regimen, and GVHD, in the persistence of minimal residual disease after
allogeneic PCT (Pichert et al., 1995). Ninen'-two (92) patients with CML either
recei\ed T-depleted marrow grafts using CD6 mAb+C as sole method ofGVHD
propln'laxis, or unmanipulated grafts with cyclosporine and methotrexate (von
BueItzingsloCT\'en el al., 1993). Patients received either c^-clophosphamide and
total body irradiation (Cy/TBI), or busulfan and c^-clophosphamide (Bu/Cy) as
preparative regimen. During the first six months post-PCT, the majority of
patients (80-83%) in both patient populations had PCR-detectable CML cells
(PCR+), suggesting that both preparative regimens were incapable of totally
eradicating malignant cells (Pichert ef al., 1995). However, benvecn 6 and 24
months post-PCT, the majority of patients receiving unmodified marrows con-
verted to PCR negativity, while the proportion of PCR+ patients remained
unchanged in those receiving T-cell depleted marrow. Most interestingly, this
decrease in PCR detectable CML cells post-PCT followed the development of
chronic GVHD, suggesting an association bet^-een GVHD and G\rL activity. This
was further strengthened by noting that persistent PCR- and intermittent PCR-
results were clearlv associated with both acute and chronic G^'HD. Ne\'enheless,
a significant proponion of patients (44%) without GVHD also had intermittent or
persistent PCR- assays, a result providing evidence that although G\rL is fre-
quently linked to GVHD, it can happen in its absence (Pichen el al., I995).

The difficulpi- in identiMng specific antigens that would discriminate GVT1D
from G\T- eflector cells remains an obstacle to seleaive T-celi depletion. An
alternative to more selective T-cell purging would be to add post-transplant
strategies to enhance the GVrL activity, e.g. with o'lokines such as interleukin-2
(IL-2) (Soiiïer et al., 1994: Massumoto et al., 1996). These maneuvers, along with
the rapid expansion of PCT using mismatched and especially unrelated marrow
donors, which are associated Mth a ver\- high incidence of severe G\'HD, have
rejuvenated interest in T<ell depletion of the graft. Humanized Campath m.-\bs,
which are attractive because of their capacit) to activate human complement
directh-. can be used in conditions that fuUilI these requirements (Naparstek et al.,
1995: Hale and Waldmann, 1994). Immunomagnetic separation procedures and
immunotoxins also offer appealing alternatives to rabbit complement for mAb-
mediated T-cell depledons (Lamb et al., 1994; Filipovich et al., 1990). .\Iso, in
patients n-ith non-malignant diseases, T-cell purging of progenitor cells deCTeases
the inddencc and severity of GVTID, and although there remains an increased
propension for graft rejecuon, it may be controlled by additional host immunosup-
pression (Haie and Waldmann, 1994). Finally, in the context of transplantation
uith unrelated or mismatched donors, recent studies demonstrated that T-cell
depletions were able to lower the inddence of se\ere G\rHD, and preserve
sufTin'ent C\fL aciivit) to prevent relapse (Spencer et al., 1995; Hessner el al., 1995).

-Another application for T-cell depletion has appeared with the ro'olutionan'
infusion of donor lymphocytes (Kolb et al., 1990). Indeed, patients with relapsed
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) CM L after allogeneic PCT could be induced back into complete reinission and
even molecular negativity by simply administering peripheral blood lymphoc^'tes
of the donor. More recently, several groups have used this approach with some
success for the treatment of patients with other relapsing malignancies, such as
acute leukemias and even myelodysplastic syndromes (Bar et al., 1993; Porter
el al., 1994; Kolb c< a/., 1995). These results clearly demonstrate that unsensitized
peripheral blood donor lymphoa-tes have the potential to recognize and event-
ually eliminate recipient malignant cells in vivo, but significant GVHD can be
encountered. The infusion of CDS-depIeted lymphon-ies or reduced numbers
of lymphoc^'tes were able to induce G\T activity, without as much GVHD
(Mackinnon et al., 1995; Cirait et al., 1994; Alyea el al., 1995). It thus seems that
lymphoc)-te preparations selectively T<ell depleted may be useful to treat
relapses following allogeneic PCT. This "adoptive" form ofG\'L immunotherapy
could also be implemented to prevent disease recurrence (Naparstek<'/a/-, 1995).

• POSITIVE SELECTION •

posrrn'E SELEcnoN OF NORMAL
HEMATOPOIETIC PROGENITOR CELLS

Selective elimination of contaminating malignant cells or normal T cells may not
be the only approach to purge autologous or allogeneic progenitor cell grafts.
A potentially simpler alternative, circumventing the difTiculn- in eliminating all
unwanted malignant or T cells, would be to identift and select normal hema-
topoietic stem cells (Spangrude, 1991). For a number of years, the difficulp,- of
this approach has resided in defining the nature of the hematopoietic stem cell.
However, the pursuit of the phenotypic and functional characteristics of this
elusive cell is now yielding dividends.

Despite the fact that normal hematopoietic progenitors only constitute a
fraction (less than 3%) of the total B.M cells (Civin ei al., 1984: Baum elal., 1992).
they can be identified and selected by taking advantage of their unique surface
markers and physical properties, such as size and density (Lasky and Zanjani.
1985; Humblet et a/-, 1988). However, density separation methods arc not ven
specific nor practical for daily application (Lasky and Zanjani, 1985; Humblet
et al., 1988). Cell fractionation by counterflow centrifugal elutriation can result in
collection of progenitor cells, but T cells are recovered in the same fraction, since
they have the same sedimentation rate (Cao et al., 1987; Noga et al., 1986).
Therefore, physical separation methods give rise to a low degree of purification
of stem cells.

CD34 Expression According to Hematopoietic Maturation

Hematopoietic cells at different stages of the difTerentiation process express
difFerent cell surface antigens (Krause et al., I996; Beverley et al., 1980;
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Fitchen ?/<ï/., 1981; Civin and Loken, 1987). The quest to idcntif)'these antigenshas led to (lie development of m-\bs recognizing CD34, a cell surface markeralniost exclusively expressed on immature hematopoietic cells (Fina et al., 1990;Civin el al., 1984; Andreivs et al., 1986; L'chansak-ZiegIer ff al., 1989; Watt et al.,1987; Young et al., 1995). The CD34 molecule is a heavily glycosylated type Itransmembrane protein which is a member of the sialomucin family of surfaceantigens (Civin et al., 1984; Andrws et al., 1986; ^Vattrfa/, 1987). This 115 kDamolecule is expressed on 1-3% of human normal bone marrow cells, includingalmost all committed progenitor cells along with the more primitive progenitors,such as long-term culture-initiating cells (LTC-IC) (Civin etal., 1984; Loken et al.1987; Berenson et aï., 1988; Andrews et al., 1986). CD34 is also expressed onsome t)-pes of nonhematopoietic cells such as small-vessel endothelial cells (Finael al., 1990; Young el al., 1995) and embn'onic fibroblasts (Bro^n et al., 199I).The combination of CD34 purification, colony-forming assays and flow o'to-metric analysis has provided insights into the expression of CD34 along thehematopoietic maturational pathway. The earliest hematopoietic progenitors,such as LTC-IC, CFU-blast and CFL'-GEMM, were primarily identified within thehighly fluorescent CD34 fraction (CD34t>nght) (Strauss el al., Ï 986; Krause el al.,1994; Bernstein et al., 1991; Lean- and Ogawa, 1987; Krause et al., 1996). Themore mature CFU-G, CFL'-GM, BFU-E and CFU-megakan-ocy'tes could also berecovered in the CD34t'rist" fraction, but most mature lineage<ommitted progeni-tors were CD34d"" (.Andrews et al., 1986; Krause et al., 1994; Civin and Loken,1987; .Andrews et al., 1989).
Further studies showed that a single CD34+ progenitor cell should have thepotential to give rise to all the hmphoid and myeloid progeny, and to sustainlong-term hematopoiesis (Berenson et al., 1988; Baum et a/., 1992; Huang andTerstappen, 1992). Single-cell liquid culture assays demonstrated a high level ofimmunophenor\-pic heterogenein. among CD34+ cells, which translated intodistinct clonogenic properties (Huangand Terstappen, 1994). CD34+ cells couldbe divided into four populations based on co-expression of HLVDR and'orCD38. The majorin- (90%) of CD34+ cells also express the antigens CD38 andHL,\-DR (CD34+CD38+DR+) and present the lowest seif-renewal potential.These cells only generate myeloid colonies and do not have the potential toinduce second generation progeny. They are lineage-specific (lin+), thus bearingvarious differentiation markers such as CD33, CD 14 and CD! 9. However, theycould be involved in earh- hematopoietic reconstitution occurring during theFirst weeks post-transplant (Lapointe et a/., 1996). CD3-1+CD38+DR- andCD34 +CD38-DR- cells each represent approximately 4% of the whole CD34+population: both populations only generate cells of the myeloid lineage inshort-term culture assays. Finally, few CD34+ cells (3%) are CD38- while beingHL.VDR+ (CD34+CD38-DR+). This population includes the only cells able toreconstitute long-term hematopoiesis, as evidenced by their potential to inducelong-term cultures (5 weeks and more). These CD34+CD38—DR+ cells cangenerate lymphoid and myeloid colonies, express the Thy-1 antigen (present onearly undifïerentiated progenitors) and do not bear differentiation markers(lin-) (CD5-, CD10-, CD33-, CD71-) (Huang and Terstappen, 1994).
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CD34 expression has also been detected on lymphoid cells rearranging either
immunoglobulin genes (B lymphooies) (Loken el a/., 1987) or T<ell antigen
receptor genes (T lymphocytes) (Core el al., 1991), as consistent with previous
studies showing expression of CD34 on primitive B- and T-lyniphoote precur-
sors (Ryan et al., 1986). Furthenîiore, CD34 expression can be detected early in
the B cell diiïerentiationarmonCD19+CDIO+ cells, but it disappears as CD20
is expressed (Strauss et ai-, 1986).

CD34 Expression on Malignant Cells

In addition to its expression on normal hematopoietic cells, (lie CD3-1 antigen
v.-îs found to be expressed on their malignant counterparts (Krnuse el at., 1996).
For instance, approximately 40% of cases of acute myeloid teukemia (AML)
express CD34 (Civin el al., 1984; Borowitz et al., 1989; Soligo el al., 1991;
Vaughan et al., 1988; Gelîer et aï., 1990). CD34 expression can also be detected
/'» vitro on colony-forming progenitor cells of chronic myelogenous leukemia
(CML) (Silvestri et al., 1992; Katz el al., 1986). In addition, in patienls with
myelodysplasia, increased numbers ofCD34+ cells could be used as a prognostic
indicator of blast crisis (Guyotat et al., I990). Moreover, CD34 was found to be
expressed in approximately 70% of cases of childhood B-lineage .\LL and in a
mmorin- of cases ofT-Iineage ALL (Gore et al., 1991). In patients with follicuiar
lymphoma, bd-2-IgH rearranged I\Tnphoma ceils were detectable in the
CD34+CD19+ fraction, but rarely in the CD34+CD19- fraction (Macintvre
et al., 1995).

L'nlike leukemic cell c\~pes previously mentioned, no CD3-4 expression has
been detected to date on chronic lymphoc}'tic leukemia cells or on mulliple
mveloma cells (Krause et ai-, 1996; Vesdo el al., 1994). --Mso, most solid tumors do
not express CD3^. Indeed, CD3-} expression has not been detected on breast
cancer, ovarian cancer and neuroblastoma cells (Berenson el ûl., 1991 ). However.
CD34 expression was detected on tumors of vascular endothelium, like angiosar-
^oma and Kaposi's sarcoma (Sankey el a!., 1990; Krause el al., I996).

Monoclonal Antibcwiies Directed agamst CD34

's'umerous anti-CD34 m--\bs have been described (Civin, 1989), including .\îyl0
Ch-in et al., 1984), BI.3C5 (Katz et al., 1985), 12.8 and 115.2 (.Andrews et al.,
1986). ICH3 0\'att et al., 1987) and TL-K3 (L'chansak-Ziegler rf al., 1989). which
vere generated follou-ing immunization with KGl/KGla cell lines. Immunization
Mth human placenta! endothelial cells produced the anti-CD34 mAb QBEND10
Fina et al., 1990). .All these m.Abs, which bind to epitopes located on the extra-
ellular domain ofCD34. were classified into 3 difTerent classes according to the
liiïerential sensitivirv- of their epitopcs to various enz\mes (Sutherland el aL,
992). Class 1 mAbs (My 10, BI.3C5, 12.8, ICH3) are directed against epitopes
ihich are sensitive to neuraminidase, chymopapain and Pasteurella hemolytica-
lemed ghcoprotease (PHDG)(specific cleavage of sialylated 0-linked glycans).
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Class II m.\bs (QBEND10) recognize an epitope sensitive to chymopapain andPHDG but résistant to neuraminidase. Class III mAbs fTUK3, 115.2) bind toepitopes which are insensitive to the enzymes previously mentioned.
Sources ofCD34+ Cells and Mobilization Procedures
CD34+ cells are particularly abundant in BM, yet only 1-3% of these CD34+cells are capable of long-term marrow reconstitution (Huang and Terstappen,1994; KrauseriaZ., 1996; Hardwick rf a/., 1992). However, the presence of bothcommitted and stem cell populations seems to be important for rapid andsustained engraftment. Indeed, committed and non-committed progenitor cellswere isolated by counterflow elutriation of BM from lethally irradiated mice andtransplanted separately. The fraction containing the less primitive progenitorsgave transient, early engrafiment while the stem cell fraction produced delayed,but durable engraftment (Jones et al., 1989; 1990).

Hematopoietic progenitor cells are present in the peripheral blood, and theyare capable of both early and late hematopoietic reconstitution (Goldman et al.,1978; Korbling et al., 1981). However, when compared to BM, the number ofprogenitor ceils normally present in the periphera) circulation is small (Kessingerel a!., 1986; Bender el a!., 1991). Fortunately, human peripheral blood progenitorcell concentration has been sho\sTi to van' with exercise, diumal cycle, prior cellharvests, administration of steroids and other hormones, endotoxins, dextranand most importantly with chemotherapy and/or hematopoietic growth factors(Lasky, i991).

High levels of committed and non-committed progenitor cells were mobilizedinto the peripheral blood (PB) after the administration of a single high dose of0-clophosphamide (Kotasek et al., 1992; To et al., 1990b). Alternatively, grovki.hfactors such as G-CSF and GM-CSF were successful at increasing the CD34 cellcontent of PB (Gianni et al., 1989; Sheridan et al., 1992). Currently, severalmobilization regimens with IL-3, IL-6, PIXY321, and other o-tokine combina-tions are evaluated in clinical trials (Guillaume et al., 1993).
Mobilization with chemotherapy alone or single growth factors can increasethe CD34+ cell concentration by 10-fold or greater and limit the number ofleukophereses to 3 or 4 (Siena et al., 1989; Dreger et al., 1993). However, bycombining intensive chemotherapy and qtokine administration during hema-topoietic recoven, the steady state PB progenitor cell concentration could bemultiplied by up to 1000, and a single collection was showTi to provide sufTicientnumbers ofCD34+ cells for durable engraftment (Siena etal., 1991; Gianni et al.,1989; Pettengel! el al., 1993; Negrin et al., 1995). Nevertheless, there arelegitimate concerns that the mobilization procedure itself may recruit not onlythe desired hematopoietic progenitor cells, but also malignant ceils into theperipheral blood. Indeed, patients with multiple myeloma, breast cancer, smallcell lung cancer and also recently NHL were found to have increased numbersof malignant cells in their blood following mobilization, and breast tumorsrecovered were found to be cionogenic w vitro (Lemoli et a!., 1996; Ross et al.,1992; Kniggerel al.. 1994a; Leonard rt c/., 1997).
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n CLINICAL USES OF CD34

Quantification of Progenitor Cells in the Graft

Neither leukocyte counts nor morphologic assessment provide a reliable estimate
of the numbers of progenitor cells necessan- for a safe engraftment. The number,
morphologic and functional characteristics ofhematopoietic progenitor cells can
be evaluated in short- and long-term colony-forming assays, long-tenn culture-
initiating cells (LTC-IC) probably providing the best qiialitative assessment of the
hematopoietic stem cell potential of a graft (Pettengell et al., 1994; Hirao et al.,
1994). However, because of the delay in obtaining results, the main utility of such
assays is in retrospective anah-sis.

CD34+ cell counts provide an objective and precise measurement of hema-
topoietic progenitor cells, particularly when higher numbers are attained follow-
ing mobilization (Siena et ûl-, 1993; 1989; Sutherland el al., 1994; Pettengell c/ al.,
1993). In addition, CD34 content can be determined within a fw hours, allowing
immediate adjustments in the han-esting and transplant schedules, and it can
even be predicted by preceding day PB sampling (Ellioit et al., 1996). Neverthe-
less, the low numbers ofCD34+ cells mandate careful control of flow n'tometric
procedures. Thus, major efforts are presently de\eloped to standardize pro-
cedures, and to implant large scale quality controls.

Tliere is a general agreement that grafts with a threshold number of more than
2 million CD3-4+ mobilized blood cells/kg patient weight, usually result in
adequate and sustained engraftment ofneutrophils and platelets (Bensingerrfa/.,
1995; Haas et al., 1995; Haynes et al., 1995; Weaver el al., 1995). CD34+ cell
counts in the peripheral blood before apheresis also predict the yield of
progenitor cells that can be collected by leukopheresis (Sutherland ef al., I994;
Haas et al., 1994). Nevertheless, because of the vaning cloning e{Ticiencies and
heterogenein- ofCD34+ cells, these numbers must be individually established for
each combination ofo'tokines used. In addition, caution must be exercised as the
composition of CD34+ cell subsets may van between individuals and beween
han-ests. For example, CD3-1+CD19+ B lymphoid progenitors, which do not
contribute to generation of neutrophils and platelets, could represent a high
proportion ofCD34+ cells (Gorin et al., 1995). These HndingsjustifT.' efforts to
identify cell surface molecules present on normal cells and responsible for
hematopoietic engraftment, such as CD3-i+Thyl+ or CD34+CD38- cells
(Baum rf a/-, 1992; Huang and Terstappen, 1994).

l Purification of Stem and Progenitor Cells

In addition to their role in the quality control of progenitor cell grafts, anti-CD34
inAbs are being used to specifically purify normal stem and progenitor cells
administered to rescue hematopoiesis in myeloablated patients (Shpall et al.,
1994). TTiis process decreases the amount of cells to be stored and allows remova]
of unwanted cells that can be occult cancer cells, or cells of a specific hematopoietic
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companment, like T cells. This may be especially important in PCT, to eliminatecontaminating tumor cells released in PB after grouth factor or chemotherapy
mobih'zation (Lemoli el al., 1996; Ross el al., 1992; Bruggerri al., I994a).

Selection methods include flow cytometry (Korbling et al., 1994) and solid
phase techniques such as avidin-biotin column chromatography (Korbling et al.,1994; De Bruyn el al., 1995; Dreger et al., 1995a; David el al., 1995; Dewynter

el al., 1995; Mahe et al., 1995; Link et al., 1995; Brugger et al., 1995; 1994b;
Bohbot et al., 1996; Shpall et ai.., 1994; Gorin et al., 1995; Lemoli et al., 1996),
immunomagnetic separation (Strakarta2., 1995; Dregeretal., 1995a; David rtu/.,
1995; Lane et al.. 1995; De^jnter et al., 1995; Bensinger rf a/., I995a; Cometta

et al., 1995; Williams et al., 1996) and panning (Dev^-vnter et ai., 1995; Cardoso
étal-, 1995; 1993; Holyoake ri a/., 1994). Although high-speed flow sorting allows
selecuon of single cells harboring specific antigen characteristics, its clinical use
is limited primarily by considerations of availability of the apparatus and sterility
(V'erfaUIie et al., 1996). Table 2 provides results on the efficienc)' of the different
methods in terms of quality of the graft: median yield ofCD34+ cells, purity, and
Ie\'el of tumor cell and T-cell depletion; and dme to hematopoietic reconsu'tution.

Avidin-biotin chroiruitography

Avidin-biodn chromatography takes advantage of the capacity of avidin to bind
to biotinylaied CD34 mAbs to recuperate CD34+ cells (Berenson et al., 1986;
Lemoli et al., 1988, 1989). Cells are first exposed to biounylated anti-CD34 mAbs,
and then, to avidin-coated polyacrylamide beads. CD34— cells flow through the
column and are removed by continuous column washing. Bound CD34+ cells
are eluted from the column by mechanical agitation theoretically via breakage of
the weak link between antigen and antibody. Thus, high affinity of binding
betu'een avidin and biotin prevents release of the m-Ab, which is not adminis-
tered to the patient among the antigen-positive cells (Auditore-Hargreaves et al.,1994).

This method was used to select CD34+ cells from the peripheral blood of
patients with various hématologie malignancies and solid tumors (Korbling et al.,
1994; De Bru)-n et al., 1995; Dreger et al., I995a; LiU et al., 1994; David et al.,
1995; Dewynter et al., 1995; Mahe et al., 1995; Link et cd., 1995; Bnigger
et al., I994b; Bohboi et al., 1996; ShpaU et al., 1994; Lcmoli et al., 1996). As shown
in Table 2, the purity ofCD34+ cells selected by immunoadsorption columns was
approximately 70%, and beween 30 and 60% ofCD34+ cells were recovered.
T-cell depledon u-as in the range of 1.5 to 3 logs, which may be suffident to
decrease the risk of GVHD (Dreger étal., Ï 995a; Bensinger et al., 1995a; Cometta
et al., 1995). Neutrophil engraftment* occurred beOv'een days 10 and 22, whilethe time to more than 50 x 109 pIatelets/L ranged from 12 to 24 days.
Immurwnutgnetic selection

Immunomagnetic separation relies on the binding ofCD34+ cells first to anti-
CD34 mAb and then to ferric oxide-treated polystyrene beads coated with sheep
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anti-mouse IgG (Hardvvickri a/., 1992; Krauserf a/., 1996; Auditore-Hargreaves
et al., 1994). Magnets applied to the side of the column pull out bead-rosetted
CD34+ cells and free CD34- cells are washed out by gravity How. Chymopapain
was first used to cleave a peripheral domain of the CD34 molecule, and separate
CD34+ cells from beads and mAbs. As chymopapain is potentially toxic,
Pasteurella haemolytica glycoprotease, a non-q'totoxic enz)'me, has been used to
cleave CD34 epitopes (Marsh el ai., 1992). This strateg)' permitted recovery of up
to 78% ofCD34+ cells, with a purity' of up to 95%. More recently, enzymes were
replaced by a releasing agent that competes for antibody binding (PR-34) and
eliminates mAb and beads from the surface ofCD34+ cells (Hansen et al., 1995).
The physiologic role of CD34 epitopes and the impact of such deletions being
unknown, this last procedure has the significant advantage of releasing CD34+
cells without altering the CD34 molecule.

Recovery- ofCD34+ cells by immunomagnetic selection ranged from 5 to 65%;
purity, from 26 to 94%; and T-cell elimination, from 3 to 4 logs (Table 2). These
results could yet be influenced by the nature of previous mobilization regimens
and experience with the procedure. In terms of hematopoietic reconstitution,
initial clinical studies showed no significant differences in engrafunent bet\veen
immunomagnetically separated and unseparated marrow cells (Dreger et al.,
1995a). Finally, concerns about reinfusion of residual beads, which could lead to
the elimination of cells attached by the reticuloendotheIiaJ system, or other side
effects did not yet materialize (Kemshead, 1991).

Selection by panning

An altemau've to immunoadsorption and immunomagnetic separation is positive
selection by panning. In this melhodolog^, anti-CD34 ia\bs are attached to a
solid matrix (polyst^Tene flasks), and cells released by mechanical agitation. The
isolation is performed in tn'o steps: panning with soybean agglutinin to first
decrease the number of unwanted T cells, followed by panning w-ith anti-CD34
antibodv (1CH3) (Okarma, 1992; Lebkowski et al., 1992).

Panning has been used in vuro for the selection of CD34+ cells from either
human bone marrow, peripheral blood and umbilical cord blood (Cardoso el al.,
1995, 1993; Holyoake el al., 1994; De^ynter et al., 1995). In general, this
technique has \'ielded CD34+ recoveries ranging from 17 to 74%, and with a
purin- estimated bet^-een 32 and 94%. Clinical results on transplantation and
engrafiment of patients with cells selected by panning have not been published
yet. This nnay be related to the technical problems associated with the sequential
enrichment steps, and large surface areas needed to accomodate the high
numbers of CD34 + cells necessary for engraftment.

Clinical Application of CD34 Positive Selection

Before considering widespread application of this procedure, there were definite
obstacles to consider. Foremost were concerns that the selection process would
result in the loss of ceUs, either CD34+ or CD34-, directh- or indirecdy
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responsible for short- and long-term engraftment. However, a Hrst study by
Berenson el al. showed that autologous CD34+ cells from the marrow of patients
with breast cancer and neuroblastoma infused after manrow ablative therapy
resulted in successful engraftment in all évaluable patients (Berenson etal., 1991).
Subsequently, with the development of .standardized methodologies for the
selection ofCD34+ cells, engraftment was documented with CD34+ cells from
bone marrow and/or peripheral blood (Table 2). Time to granulocy'te and platelet
reconstitution was 10-14 days and 14-15 days, respectively, in most patients.
Also, Brugger et al. showed that in patients with breast cancer, transfusion of the
same numbers of positively selected CD34+ cells or unseparated PB progenitor
ceîls after high-dose chemotherapy and mobilization with G-CSF, led to identical
times to neutrophil and platelet recovery (Brugger et al., 1994b). However,
patients transplanted with CD34+ cells from peripheral blood seemed to engraft
more rapidly than CD34+ selected cells from bone marrow (Shpall et al., 1994).
Thus, fears of impaired early engraftment did not materialize, and although it is
too early to conclude about the quality of long-term reconstitution, a few years of
follow-up do not indicate any reason for worry'.

Other problems associated with the use of CD34 selection include require-
ments in terms of urne, equipment and expense for this procedure. In addition,
the efflcac)' of purging must be sufficient to eradicate malignant cells from the
graft. To date, this aspect has not been thoroughly addressed, but purity levels
attained imply that residua] malignant cells will persist in CD34 selected grafts.
Ne\-ertheless, CD34 selection was shown capable of eliminating several logs of
various malignant cells and of depleting breast cancer cells from progenitor cell
grafts below detectable levels (Shpall et al., 1994).

.Ajnong the other advantages of CD34 selection is the reduction in number of
cells to be stored and administered, resulting in a decrease in the size of freezing
containers and in requirements for storage space. The decreased amount of
potentially toxic crv'opresen'atives such as dimethylsulfoxide also translates in
decreased toxicin- to the patient at the time of administration of the graft.
Interesting]}', one study shows that it would even be possible to do the CD34
selection after thawing ofunselected peripheral blood cells (Bohbot el a!., 1996).
In the five patients evaluated. the selection yielded 92% ofCD34+ cells with a
purit)- of 87%; and in the one patient who received a post-thawng CD34 selected
graft, neutrophil and platelet engraftment were documented at 11 and 22 days,
respectively. Furthermore, in the field of gene therapy, enrichment for cells
^•ith long-term clonogenic potential could facilitate transfection procedures and
enhance chances for stable expression of transduced genes (see chapter on Gene
Therapy) (Korbling, 1995).

Allogeneic PCT

In allogeneic PCT transplantation, the severity ofGVHD stems in part from the
T cells present in the graft and mainly from the degree of mismatch between
donor and recipient (Manin, 1990; 1992). Allogeneic PBPCs can be mobilized
with hematopoietic gTouili factors in healthy BM donors fTjonnfjord et éd., I994;
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^si Arseniev et al., 1994). However, the allogeneic recipients of PBPCs are ex]
to a high risk of acute graft-versus-host disease (aGVHD) because of the
content of immunocompetent T cells in the apheresis product. In order to
optimize allogeneic PBPCT, positive selection ofCD34+ cells could reduce T-cell
content by 2- to 3-logs (Dreger et al., 1995a; Brugger et al., I994b; Link tf al.,
1995; Bensinger et al., 1995a; Cometta et al., 1995). However, in contrast to what
was feared, unselected peripheral blood progenitor cell grafts with their high
levels ofT cells did not generate a higher incidence ofGVHD than bone marrow
grafts (Bensinger et al., 1995b; Korbling el al., 1995; Schmitz et al., 1995). The
induction of a predominant Th2 phenon'pe by G-CSF would be a plausible
explanation for this result (Pan et al., 1995). Thus, these findings suggest that
CD34 selection of PB progenitor cells may represent a particularly attractive
option to prevent GVHD in high risk patients and enable transplants of patients
across the major histocompatibility barrier. Indeed, in the fe\s' patients where PB
progenitor cells were CD34 selected, acute GVHD seldom occurred (Link et al.,
1995).

CoinbLning Positive and Negative Selection

Taken together, negative and positive selection procedures present their limita-
lions. In both positive and negative selection, tumor cells can remain after the
procedure. Even if the purity of CD34 selections could be increased by se\'eral
passages on the columns, the final fraction could still contain CD34 — donogenic
precursors. Therefore, in order to generate grafts of the highest quality, it is likely
that future approaches mil lie in the combination of positive and negative
selection procedures. This may be true for both autologous and allogeneic
progenitor cell grafts (Bertolini et ai., 1997b).

Ex vivo expansion ofprogenitar cells

Positive, negative or combinations of these selection procedures to eliminate
malignant cells may yet cause significant depletion of normal hematopoietic
progenitor cells, particularly when antigens on early stem cells are targeted as is
the case for CML cells, and result in delayed engraftment. As the number of
CFU-GM and/or CD34+ cells in progenitor cell grafts correlate with the rate of
recoven- for both neutrophils and platelets fTo et al., 1992; 1990a), it was
postulated that the rate of hematopoietic reconstitution could be enhanced by
increasing the number of progenitor cells infused at the time of transplant
(Haylock el al., 1992). Indeed, previous studies in mice have sho^Ti that ex vwo
expanded bone marrow cells led to a more rapid recover)' than unexpanded BM
cells (Muench and Moore, 1992).

Interestingly, CD34 seleaion has favored progenitor cell growth in inlro, most
likely because some CD34— marrow or blood cells limited their expansion
(Auditore-Hargreaves et al., 1994). Several growth factor combinations are being
tested to increase the number ofCD34+ cells and also to induce diRerentiation
(Brugger et cit., 1993). CD34+ cells cultured in a mixture of IL-3, GM-CSF, and
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G-CSF resulted in an 18-fold increase in cell number after only 10 to 12 days inculture (Smith el al., 1993). Various combinations of Stem Cell Factor (SCF), IL-3,-t, -6, -II, -12. G-CSF, GM-CSF, and other c^tokines, such as FLT3L andPIXV321, also gave rise to major expansion of stem and progenitor cells (Ogawa,1993; EIwood ei al., 1996; Shah el al., 1996; Gabbianelli el al., 1995; Shapiroet al., 1996; Smith et al., 1993; Wlliams et al., 1996). Such o-tokines may also alter"homing" characteristics fTavassoli el al., 1991; Zanjani et al., 1992). Optimumgrowth conditions can even be defined to promote the expansion of various celllineages such as megakaryocytes or lymphoc}'tes (Bertolini et al., 1997a;Rosenzvf'eïg et al., 1996). However, studies on murine hematopoiedc cells sugges-ted that IL-1, IL-3 or ex vivo expansion itself may impair (he long termreconstituting ability of stem cells Q'onemura et al., 1996; Peters et al., 1996).Results from clinical studies should thus yield crucial information on the longterm reconstituting potential of such treated cells. To date, their use in humansfor ex wvo expansion of PB grafts harboring less than 10 percent of the usualnumber of CD34+ cells has resulted in rapid engraftment (Brugger ri a/., I995).In addition, WIliajns et ai. recently demonstrated that after expansion withPIXY321 alone, the final product was comprised of about 70% granulocy'ticprecursors. Reinfusion of these expanded myeloid progenitors did not lead toacute toxicity and hematopoietic recovery was prompt although not shortenedwhen compared to historical cases QMlliams et al., ï 996). Furthermore, in a phaseI clinical study conducted on patients with nonmyeloid malignancies, Aîcom et al.demonstrated that e^-en with cryopresen'ed PBPCs, CD34 selection, ex vivoexpansion and reinfusion can be performed successfully (Alcom et al., 1996).Nevertheless, the capadn' of progenitor ceU expansion to enhance engraftmentand to eliminate the toxic effects of posith'e and/or negative purging on normalhemaiopoietic progenitor cells remains to be determined. Moreover, the absoluteeffect on both transient and sustained engraftment remains to be confirmed inclinicai trials using intensive preparative regimens.
Residua] tumor cells can be detected in the CD34-selected fraction of a number

ofautologous han-ests (Brugger et al.. 1994b; ShpaJ] et al., 1994; U'illenu el al.,1996). If ex vivo culture of stem cells could support the grouth of normalprogenitors, while inhibiting the grouTh of malignant cells, as demonstrated withlong term culture of CML and A\iL cells, it could have an additional purgingeffect (Bamett et al., I 994). V\'idmer et al. have recently addressed this question inpatients with non-Hodgkin's lymphoma OVidmer et al., 1996). Using a competi-th-e PCR dtration assay, this study determined the number of residua] lymphomacells before and after selection and ex vivo expansion in the presence of SCF,ïL.-ïp. IL-3 and IL-6. Their results show that in a majority' of cases, residualhiïiphoma cells do not proliferate under conditions which allow expansion ofCD34+ cells.

Ex vivo expansion ofCD34+ selected cells has the potential to limit the sizeof progenitor cell collections, decrease the engraftment period and facilitate graftmanipulation, including gene therapy approaches. It could also enable optimiza-tion of the T<ell dose, to prevent the rejection of T-cell depleied allografts, ande\'en enable "cell farming" for transfusion purposes.
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CONCLUSIONS

Monoclonal antibodies, with their capacity to target specific cell populations, are
now implanted in the field of progenitor cell transplantation. The need for bone
marrow and peripheral blood progenitor cell purging either by positive or
negative selection, and most likely both approaches in sequence, is becoming
increasingly evident. In addition, the numerous other applications of m.-\bs,
which include progenitor cell enumeration and expansion, have set deep roots
for their usage. Moreover, their prominent advantages for genetic therapies
promise that the coming years will be most exciting.
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